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ABSTRACT 
 
Chelating Recombinant Antibodies (CRAbs) are a form of high affinity tandem single chain antibody 
(scFv)  with  two  component  scFvs  which  target  non‐overlapping  epitopes  on  the  same  antigen 
molecule.  The optimised inter‐scFv linker allows simultaneous engagement of the scFvs resulting in a 
synergistic  improvement  in  affinity.    High  affinity  is  a  desirable  characteristic  in  therapeutic 
antibodies  since  it  strongly  correlates with  improved  potency.    Building  upon  previous work,  this 
thesis describes  the development of a phage‐display based approach  toward  isolating CRAbs with 
both the optimal scFv pairing and inter‐scFv linker using tetanus toxin as a model antigen. This would 
circumvent the need for structural data and complement the traditional approaches used to enhance 
antibody affinity. 
 
Fifteen scFvs specific  for  the C‐terminal sub‐domain of  the  tetanus  toxin heavy chain  (TT‐Hc) were 
characterised in terms of overall and soluble expression levels, sequence and bioinformatics features, 
phage‐display propensity and toxin neutralisation potency.  Seven clones were identified for further 
analysis  by  affinity measurements,  oligomerisation  analysis  and  quantitative  toxin  neutralisation 
capacity.   These characteristics varied significantly between clones  including  the affinity  (KD) which 
varied,  from  10nM  to  over  1000nM.    ScFv  characterisation  revealed  a  strong  positive  correlation 
between  phage  display  propensity  and  overall  expression  levels  as  well  as  a  strong  correlation 
between clone affinity and potency.  Multiple scFv pairings hypothetically capable of chelation were 
identified by competition binding analysis and many of  these clones exhibited cooperative binding 
effects when added in combination to TT‐Hc.   
 
A tandem‐scFv library was constructed linking seven of the characterised scFv clones (C1, C2, C4, J2, 
J4, N4 and N5) in all 49 possible combinations and permutations each with 7 inter‐scFv linker lengths.  
The  inter‐scFv  linkers harboured  some  randomised  codons giving a  total diversity of 5x107  clones.  
The  library contained a mixture of hypothetically chelating and competing  scFv pairings.   Carefully 
optimised  affinity  driven  phage  display which  included  off‐rate  selection  enriched  the  anti‐TT‐Hc 
tandem‐scFv library to up to 90% chelating clones from under 50% after just two‐rounds of selection 
with  a  single  clone,  C4‐N4,  dominating  around  30%  of  the  output.    This  clone was  classified  as 
hypothetically  chelating  from  the  scFv  competition  binding  experiments.    Despite  some modest 
biases  in  the constructed  library,  the  results clearly  indicated  that phage display can enrich  for an 
optimal and chelating scFv pairing.  This approach for isolating CRAbs will allow for the facile isolation 
of very high affinity antibodies against any target of interest given a sufficiently diverse panel of scFvs 
circumventing the need for prior scFv characterisation or elucidation of antibody‐antigen structural 
data. 
6 
 
ACKNOWLEDGEMENTS 
 
Firstly, I thank the Wellcome Trust for funding this work and making it possible and my supervisor Dr 
Mahendra Deonarain for allowing me to work on CRAbs in his lab and for allowing me the freedom to 
shape  the  project  the  way  I  wanted  to.    I  thank  him  particularly  for  his  advice,  patience,  and 
encouragement  and  for  giving me  the many  opportunities  that  he  did  that  have  allowed me  to 
develop and acquire the skills and attributes I have today. 
 
I do not  think  I  could have  conducted my PhD without  the emotional  support of my Mum  (Laura 
Scott).  She has been a star and a rock on the other end of the phone during the lows and the highs.  I 
would like to say big thanks also for financial support from both my Mum and Dad (Carl Scott).   
 
Dr Sarah Ahmed – a colleague, a great  friend and a wonderful person who deserves her own  line 
because  she  truly opened my eyes  in  so many different ways over  the  last  few years.    I  learnt  so 
much  from her, both professionally and personally.   Before  I get onto work  colleagues properly,  I 
want  to  say  thanks  to  Laura  Bonney  for  listening  to my moaning, my  problems, my  ideas, my 
excitement and my disappointment.   She started off her PhD at  the same  time as me and was my 
work colleague, then became a friend and I would now say she is like a sister – I think it comes from 
spending way too much time together.  All those trips to Jacobs and the SCR.   
 
OK  the  lab would  not  be  the  same without  all  the  people who  have  been  there  at  some  point 
throughout my time here.  Dr Michael Wright – my predecessor for all his hard work previous to me 
starting –  it has helped my project  immensely building on strong foundations.   Thanks to Dr Manni 
Bhatti, Dr Stephanos Theoharis, Dr Mitla Garcia‐Maya, Dr Milena Stevanovic‐Walker and Dr Gokhan 
Yahioglu, all post‐doctoral scientists who are or have been associated with our lab.  To my fellow PhD 
students with whom  I have been on  the  journey: Chen Chen, Adzimah  Johdi  and  Ioanna  Stamati.  
Then there are my flock of students that I have helped supervise throughout the PhD.  I would like to 
thank the Masters students Matt Johnson, Catherine Reynolds and Miss. Dimitra Gialama.    I would 
particularly  like  to  acknowledge  the  fact  that Miss.  Catherine  Reynolds  contributed  technically  to 
execution  of  the  phage  display  propensity  analysis  of my  scFvs  and Miss.  Dimitra  Gialama  who 
contributed technically to the scFv oligomerisation analysis.  I would also like to thank undergraduate 
students Martin Cassidy and Munira Mihat – every little helps! 
 
I would  like  to  thank Prof. Neil  Fairweather, our  toxin  collaborator  for providing  the  recombinant 
tetanus toxin Hc fragment and in his collaboration with us in deriving the original panel of anti‐TT‐Hc 
scFvs which acted as a great resource in this project.  The original bio‐panning against TT‐Hc to obtain 
7 
 
these  scFvs was conducted by Dr. Omar Qazi  from  the Fairweather group  in collaboration with Dr 
Michael Wright in our group.  In addition I would like to thank Dr John Silva who joined me for many 
a tea break  involving scientific discussion  (I promise not to mention protein assays again).   Dr Alex 
Anderson also deserves a mention for her driven approach in getting all things FujiFilm related fixed!  
I would  like  to  thank  Prof.  Christoph  Tang  from  the  CMMI  and  Dr  Kleoniki Gounaris  at  Imperial 
College who have been excellent mentors throughout my time here. 
 
I  also  thank  Medimmune  Cambridge  (owned  by  AstraZenneca),  formerly  Cambridge  Antibody 
Technology, for provision of one of their phage‐scFv  libraries from which the anti‐TT‐Hc scFvs were 
derived.    Thanks  also  to  Dr  Darek  Kedra  of  the  Imperial  College  Bioinformatics  Section  for  their 
analysis of our scFv sequences to attempt to identify DNA and Protein motifs potentially attributing 
to  the  observed  display  propensity  and  expression  level  data.   Also  I would  like  to  thank Dr  Lisa 
Jennings, from GE Healthcare for her fantastic advice on analysing BIAcore data. 
 
I would  like  to  thank my  friends  John Hemmings, Benjamin  Young  and Gareth Roberts who have 
helped me through the lows over the last three years along with my flatmate Anne Corbett.  She is an 
excellent scientist and will make a fantastic writer of science – her chosen route forward in life.  We 
will also write that text book –  I am banking on  it to finance all my cruises round the world.   Then 
there  are  my  great  friends  Sarah  Chittenden  (we  will  set‐up  “test‐tubes‐r‐us”....one  day),  Tara 
Gorman and Karen Brackley.  Thanks for maintaining our very special friendships beyond Kent – you 
all mean a lot to me. 
 
Finally thanks to anybody else I have not mentioned who helped me in any way shape or form in any 
context. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
 
CONTENTS 
 
Title Page……………………………………………………………………………………………………………………………………………1 
Quotation.............................................................................................................................................2 
Dedication………………………………………………………………………………………………………………….………………………3 
Declaration…………………………………………………..……………………………………………………………………………………4 
Abstract……………………………………………………………………………………………………………………………………………..5 
Acknowledgements……………………………………………………………………………………………………………………………6 
Contents……………….……………………………………………………………………………………………………………………………8 
Tables List…………………………………………………………………………………………………………………………………………13 
Figures List……………………………………………………………………………….………………………………………………………15 
 
Chapter 1: Introduction........................................................................................................................21  
1.1 Antibody Therapeutics....................................................................................................................22  
1.1.1 Antibodies: The Immune Systems’ Swiss Army Knife......................................................22 
1.1.2 Antibodies in immunotherapy: definitions and current perspectives.............................24 
1.1.3 Antibody based immunotherapy in infectious disease...................................................27 
1.2 Antibody Engineering.....................................................................................................................33  
1.2.1 Recombinant Antibody Formats......................................................................................33 
1.2.1.1 A plethora of possibilities................................................................................33 
1.2.1.2 The Single‐Chain Fv..........................................................................................34 
1.2.1.3 Bivalent Recombinant Antibodies...................................................................36 
1.2.2 Tunable properties and novel characteristics..................................................................41 
1.3 Antibody Affinity.............................................................................................................................43  
1.3.1 Definitions.................................................................................................................... ...43 
1.3.2 Affinity, avidity, complementarity and Cooperativity.....................................................45 
1.3.3 Experimental analysis of antibody affinity.......................................................................47 
1.3.4 The functional relevance of affinity................................................................................50 
1.3.5 Affinity Maturation of Antibodies...................................................................................51 
1.4 The Chelate Effect and Chelating Recombinant Antibodies..........................................................53 
1.4.1 The Experimental History of Chelating Recombinant Antibodies....................................53 
1.4.2 Mathematical modelling of CRAb binding.......................................................................54 
1.4.3 The chelate effect in nature and biotechnology..............................................................57 
1.5 Phage Display: Definitions, Application and Library Construction................................................59 
1.5.1 Definitions.................................................................................................................... ...59 
1.5.2 Phage display: a cycle of critical events...........................................................................62 
9 
 
1.5.3 Antibody Display Libraries...............................................................................................66 
1.6 Anti‐toxin antibodies......................................................................................................................70  
1.7 The tetanus neurotoxin and its suitability as a CRAb target.........................................................72 
1.7.1 General epidemiology, pathogenesis and treatment of tetanus.....................................72 
1.7.2 Molecular Structure and Mechanism of Action of Tetanus Neurotoxin..........................74 
1.7.3 Structural, biochemical and immunological aspects of the TT‐Hc fragment...................76 
1.7.4. Obtaining a panel of scFv specific for the Hc fragment of tetanus neurotoxin..............79 
1.8 Aims and Objectives.......................................................................................................................80  
 
Chapter 2: Materials and Methods......................................................................................................81  
2.1 Materials.........................................................................................................................................82 
2.1.1 Solutions and Buffers.......................................................................................................82  
2.1.2 Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)....................................................................83 
2.1.3 Bacterial Strains and Culture...........................................................................................83 
2.1.4 Plasmids and Bacteriophage............................................................................................84 
2.1.5 Antibodies, Immunochemicals and Other Speciality Reagents.......................................86 
2.1.6 Restriction and polymerase enzymes..............................................................................87 
2.1.7 Oligonucleotide PCR primers...........................................................................................88 
2.2 Methodologies...............................................................................................................................90 
2.2.1 Bacterial Culture..............................................................................................................90  
2.2.1.1 Preparation of chemically competent Escherichia coli....................................90 
2.2.1.2 Preparation of electrocompetent Escherichia coli (XL1‐Blue).........................90 
2.2.1.3 Transformation of chemically competent Escherichia coli by heat shock  
    method...........................................................................................................90 
2.2.1.4 Transformation of Escherichia coli by electroporation...................................91 
2.2.2 Expression, purification, labelling and electrophoretic analysis of recombinant 
proteins....................................................................................................................................91 
  2.2.2.1 Expression of TT‐Hc in the cytosolic fraction of Escherichia coli BL21 (pKS1).91 
  2.2.2.2 Expression of soluble scFv proteins in Escherichia coli strain HB2151............91 
  2.2.2.3 Purification of TT‐Hc and scFv proteins by Immobilised Metal Affinity  
    Chromatography.............................................................................................92 
  2.2.2.4 Size Exclusion Chromatography.......................................................................93 
  2.2.2.5 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)............95 
    2.2.2.6. Western blotting.............................................................................................95 
  2.2.2.7 Chemical biotinylation of TT‐Hc.......................................................................95 
  2.2.2.8 Determination of protein concentration by BCA assay and spectroscopy......96 
10 
 
  2.2.3 Protocol for Anti‐TT‐Hc ELISA Utilising Direct Antigen Coating and Avidin Capture.......97 
 
  2.2.4 Surface Plasmon Resonance Binding Analysis: BIAcoreTM...............................................98 
  2.2.4.1 Ligand Immobilisation.....................................................................................98 
  2.2.4.2 Regeneration Scouting.....................................................................................99 
  2.2.4.3 Kinetic Experiments.........................................................................................99 
  2.2.4.4 Evaluation of Kinetic Experimental Data.........................................................99 
  2.2.5 Phage Display.................................................................................................................100 
  2.2.5.1 Production, preparation and titration of helper phage.................................100 
  2.2.5.2 Phagemid production....................................................................................101 
  2.2.5.3 Phagemid titration.........................................................................................101 
  2.2.5.4 Phage bio‐panning.........................................................................................102 
  2.2.5.5 Storage of phage libraries as bacterial glycerol stocks..................................103 
  2.2.5.6 Enrichment and Panning Iteration.................................................................103 
  2.2.5.7 Measurement of phage display levels and non‐fused scFv expression using 
    western blot with quantitative laser scanning densitometry analysis.........103 
  2.2.5.8 Measurement of scFv display level by ELISA.................................................104 
  2.2.6 Molecular Biology Techniques.......................................................................................104 
  2.2.6.1 Isolation and Purification of DNA..................................................................104 
  2.2.6.2 DNA concentration determination................................................................106 
  2.2.6.3 Agarose Gel Electrophoresis..........................................................................106 
  2.2.6.4 Enzymatic Restriction Digests........................................................................106 
  2.2.6.5 Cloning and Ligation......................................................................................108 
  2.2.6.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) and Site Directed Mutagenesis................108 
  2.2.6.7 DNA Sequencing............................................................................................110 
  2.2.7 ScFv Bioinformatics Analyses.........................................................................................110 
  2.2.8 Tetanus Toxin Hc Fragment Ganglioside Binding Assay................................................110 
  2.2.9. Statistical analyses........................................................................................................111 
 
Chapter 3: Characterisation of a panel of anti‐TT‐Hc scFv clones.....................................................112 
3.1 Introduction..................................................................................................................................113 
3.2 Results...........................................................................................................................................116 
  3.2.1 Expression, purification and biotinylation of recombinant C‐terminal domain of tetanus 
  toxin heavy chain in Escherichia coli.......................................................................................116 
  3.2.2 Preliminary characterisation of 26 scFvs which bind to the N‐terminal sub‐domain  
  of TT‐Hc.................................................................................................................................120 
11 
 
  3.2.3 Bioinformatics analysis of 15 anti‐TT‐Hc scFvs..............................................................124 
  3.2.4 Comparative analysis of overall and soluble scFv expression and display propensity on 
  phage.......................................................................................................................... ............128 
  3.2.5 Shake‐flask scale expression and immobilised metal affinity chromatographic 
  purification of 15 anti‐TT‐Hc scFvs.........................................................................................132 
  3.2.6 Competition binding analysis of 15 anti‐TT‐Hc scFvs.....................................................137 
  3.2.7 Ganglioside binding assay as a measure of scFv toxin neutralisation potential............150 
3.3 Discussion......................................................................................................................................151 
  3.3.1 Expression, purification and biotinylation of recombinant TT‐Hc.................................151 
  3.3.2. Selection of five HcN binding scFvs from a panel of twenty‐six...................................152 
  3.3.3 Bioinformatics analysis..................................................................................................154 
  3.3.4 Comparative analysis of scFv phage display propensity, overall expression and soluble 
  levels of scFv in the periplasm and culture supernatant........................................................154 
  3.3.5 Competition binding analyses.......................................................................................158 
  3.3.6 Assessment of toxin neutralisation potency of scFvs....................................................161 
  3.3.7 Final selection of scFvs for inclusion in an anti‐TT‐Hc scFv library................................162 
 
Chapter 4: Oligomerisation, affinity and potency elucidation for 7 anti‐TT‐Hc scFv clones.............163 
4.1 Introduction..................................................................................................................................164 
4.2 Results...........................................................................................................................................167 
  4.2.1 Oligomerisation analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones....................................................167 
  4.2.2 Determination of the affinity of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones by ELISA...............................175 
  4.2.3 Surface Plasmon resonance for kinetic parameter determination for 7 anti‐TT‐Hc  
scFvs.......................................................................................................................................180 
  4.2.4 Quantitative determination of scFv potency by tetanus toxin ganglioside binding  
assay.......................................................................................................................................191 
4.3 Discussion......................................................................................................................................194 
  4.3.1. ScFv Multimerisation and monomer isolation..............................................................194 
  4.3.2. Affinity determination..................................................................................................196 
  4.3.3. Affinity and potency.....................................................................................................199 
 
Chapter 5: Construction of a multi‐scFv multi‐linker anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library.....................201 
5.1 Introduction..................................................................................................................................202 
5.2 Results...........................................................................................................................................207 
  5.2.1. Conversion of 7 anti‐TT‐Hc scFvs into out‐of‐frame intermediate clones....................212 
  5.2.2 Site directed mutagenesis of scFv 3’ Not I site..............................................................214 
12 
 
  5.2.3 PCR addition of a universal annealing sequence to 7 anti‐TT‐Hc scFvs.........................216 
  5.2.4 PCR addition of complete inter‐scFv linker sequence and a 5’ Not I site......................216 
5.2.5. Final “one‐pot” linker length ligations for construction of an anti‐TT‐Hc tandem‐scFv 
library.....................................................................................................................................218 
  5.2.6. Characterisation of anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library.....................................................222 
5.3. Discussion............................................................................................................................... ......225
  5.3.1. Construction of an anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library......................................................225 
  5.3.2. The future of CRAb library construction.......................................................................230 
 
Chapter 6: Phage display selection and enrichment of CRAbs from a multi‐scFv, multi‐linker, anti‐
TT‐Hc tandem scFv library..................................................................................................................231 
6.1. Introduction.................................................................................................................................232 
6.2 Results...........................................................................................................................................234 
  6.2.1 Developing an assay for screening tandem‐scFv clones in phage display selections....234 
  6.2.2 Phage display selection of CRAbs..................................................................................241 
  6.2.3 Analysis of phage display CRAb selections....................................................................244 
  6.2.4 Preliminary characterisation of selected CRAb clones..................................................257 
6.3 Discussion......................................................................................................................................267 
  6.3.1 Screening phage display clones.....................................................................................267 
  6.3.2. Phage display selection of CRAbs.................................................................................267 
  6.3.3 Expression of CRAbs......................................................................................................274  
  6.3.4 CRAb off‐rate measurements........................................................................................275 
 
Chapter 7: Discussion, conclusions and future perspectives.............................................................276 
7.1 Introduction..................................................................................................................................277 
7.2 Future Work..................................................................................................................................283 
 
Appendix.............................................................................................................................................286 
References...........................................................................................................................................314 
 
 
 
 
 
 
 
13 
 
TABLES LIST 
 
Chapter 1 
Table 1.1. Monoclonal antibody therapies in clinical trials for infectious disease................................30 
Table 1.2. Beta‐phase serum half‐lives for a selection of antibody formats.........................................42 
 
Chapter 2 
Table 2.1.  Anti‐TT‐Hc scFv Clones used in this Study............................................................................85 
Table 2.2. Primers for use in Site Directed Mutagenesis.......................................................................88 
Table 2.3.  Primers for use during PCR step 1 of tandem‐scFv library construction..............................88 
Table 2.4.  Primers for use during PCR step 2 of tandem‐scFv library construction..............................88 
Table 2.5.  Primers for use in PCR scFv fingerprinting...........................................................................89 
Table 2.6.  General Primers...................................................................................................................89  
Table 2.7.  Restriction enzyme digest conditions................................................................................107 
Table 2.8. Common PCR reaction constituents...................................................................................109 
 
Chapter 3 
Table 3.1.  Basic biophysical parameters of the TT‐Hc fragment........................................................116 
Table 3.2.  Size exclusion chromatography parameters for TT‐Hc fractionation.................................118 
Table 3.3.  Biotinylation of monomeric recombinant TT‐Hc................................................................119 
Table 3.4.  Diversity groupings for 26 TT‐HcN binding scFv molecules...............................................122 
Table 3.5.  Theoretical biophysical parameters and major germline designations for a panel of 15 anti‐
TT‐Hc scFvs...................................................................................................................................127 
Table 3.6.  Average relative rankings of scFv expression levels and phage display propensity...........131 
Table 3.7. Supernatant total protein yields post‐IMAC purification of 15 anti‐TT‐Hc scFv clones......136 
Table 3.8. Optimised phage‐scFv dilutions for use in competition binding assays.............................139 
 
Chapter 4 
Table 4.1.  Summary of size exclusion chromatographic analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones............174 
Table 4.2. Monomeric scFv stock concentrations and ELISA KD values...............................................180 
Table 4.3. Summary of surface plasmon resonance kinetics analyses................................................190 
 
Chapter 5 
Table 5.1.  Inter‐scFv linker lengths and sequences............................................................................216 
Table 5.2.  PCR2 product yields...........................................................................................................218  
Table.5.3. Theoretical and actual diversity in tandem‐scFv linker libraries.........................................222 
14 
 
Table 5.4.  Viable bacterial titres in linker library glycerol stocks........................................................223 
 
Chapter 6 
Table 6.1.  C4‐N4 CRAb off‐rate measurements by BIAcore...............................................................266 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
FIGURES LIST 
 
Chapter 1 
Figure 1.1.  The Classical IgG Antibody Molecule..................................................................................22 
Figure 1.2.  The effector mechanisms elicited by antibody molecules..................................................23 
Figure 1.3.  Schematic illustration of many possible antibody derivatives............................................34 
Figure 1.4.  Recombinant antibody fragments based around scFv modularity.....................................35 
Figure 1.5.  Crystal structure of an anti‐CEA scFv MFE‐23.....................................................................36 
Figure 1.6.  The crystal structure of an anti‐CEA diabody.....................................................................37 
Figure 1.7.  Application of the Bispecific T‐cell Engager (BiTE) technology...........................................41 
Figure 1.8.  Equilibrium saturation methods for affinity elucidation....................................................48 
Figure 1.9.  Strcuture of D1.3 (green) and HyHEL‐10 (red) variable domains in complex with lysozyme 
(yellow)..................................................................................................................................................53 
Figure 1.10.  Schematic of CRAb binding...............................................................................................55 
Figure 1.11. The particle in a sphere hypothesis...................................................................................56 
Figure 1.12.  Interrelationship between epitope distances, inter‐scFv linker length and affinity 
enhancement.........................................................................................................................................56 
Figure 1.13.  Illustration of filamentous phage structure with reference to coat proteins...................60 
Figure 1.14.  Illustration of the cycle of events involved in phage display............................................62 
Figure 1.15.  The Tetanus Neurotoxin...................................................................................................74  
Figure 1.16.  Overview of the pathogenesis of Clostridial neurotoxins.................................................76 
Figure 1.17.  Structure of the TT‐Hc fragment with a soluble analogue of ganglioside GT1b...............78 
 
Chapter 2 
Figure 2.1.  The pCANTAB6 Phagemid Vector.......................................................................................85 
Figure 2.2.  Calibration of a Superdex‐200 gel filtration column...........................................................94 
Figure 2.3.  Calibration of a Superdex‐75 gel filtration column.............................................................94 
 
Chapter 3 
Figure 3.1.  Reducing SDS‐PAGE analysis of cobalt‐IMAC purification of recombinant TT‐Hc  
fragment..............................................................................................................................................117 
Figure 3.2.  Size exclusion chromatography of recombinant TT‐Hc....................................................117 
Figure 3.3.  Analysis of size exclusion chromatography peak fractions from TT‐Hc fractionation......118 
Figure 3.4. Empirically optimised chemical biotinylation of TT‐Hc......................................................120 
Figure 3.5.  PCR amplification of 26 scFv genes and subsequent fingerprinting with BstN I...............121 
 
16 
 
Figure 3.6.  Anti‐his6 western blot analysis of supernatant localisation for 26 TT‐HcN binding  
scFvs....................................................................................................................................................123 
Figure 3.7.  TT‐Hc binding ELISA analysis of 26 TT‐HcN binding scFv preparations.............................123 
Figure 3.8.  Amino acid sequence alignment for 15 anti‐TT‐Hc scFvs.................................................125 
Figure 3.9.  Cladogram analysis of 15 anti‐TT‐Hc scFvs.......................................................................126 
Figure 3.10.  Pair‐wise amino acid sequence homology comparison between 15 anti‐TT‐Hc scFvs...126 
Figure 3.11.  Compartmental analysis of overall relative levels of scFv expression in  
Escherichia coli....................................................................................................................................129 
Figure 3.12.  Analysis of scFv phage display propensity......................................................................130 
Figure 3.13.  Overall levels of scFv expression exhibit strong positive correlation with phage display 
propensity............................................................................................................................................132 
Figure 3.14. Reducing SDS‐PAGE analysis of IMAC purification of ant‐TT‐Hc scFvs C1, C2, C3, C4  
and C1............................................................................................................................. .....................133 
Figure 3.15. Reducing SDS‐PAGE analysis of IMAC purification of ant‐TT‐Hc scFvs J1, J2, J3, J4  
and J5...................................................................................................................................................134 
Figure 3.16. Reducing SDS‐PAGE analysis of IMAC purification of ant‐TT‐Hc scFvs N1, N2, N3, N4  
and N5............................................................................................................................. ....................135 
Figure 3.17.  Composite reducing SDS‐PAGE and anti‐his6 analyses of TT‐Hc and scFv samples.........136 
Figure 3.18. Rationale for competition binding assay by ELISA method.............................................137 
Figure 3.19.  Recombinant TT‐Hc binding ELISA to check scFv and phage‐scFv functionality.............138 
Figure 3.20.  Binding ELISA titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones C1, C2, C3, C4 and C5..............140 
Figure 3.21.  Binding ELISA titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones J1, J2, J4 and J5.......................141 
Figure 3.22.  Binding ELISA titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones N1, N2, N3, N4 and N5...........142  
Figure 3.23.  Competitive titration of phage‐scFv N4 binding with soluble scFv N4...........................143 
Figure 3.24.  Competition binding assay for 14 anti‐TT‐Hc scFv clones...............................................144 
Figure 3.25.  Summary of scFv competition binding analysis and chelating pair identification..........149 
Figure 3.26.  Ganglioside binding assay for gauging scFv toxin neutralisation potential....................150 
 
Chapter 4 
Figure 4.1.  Fractionation of scFv J2 by size exclusion chromatography.............................................168 
Figure 4.2.  Chromatograms for fractionation of seven anti‐TT‐Hc scFvs by size exclusion 
chromatography..................................................................................................................................171 
Figure 4.3.  Reducing SDS‐PAGE analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones before and after size exclusion 
chromatography..................................................................................................................................175 
Figure 4.4.  Determination of KD for 7 anti‐TT‐Hc scFv clones by ELISA...............................................176 
Figure 4.5.  Optimised BIAcore regeneration conditions for anti‐TT‐Hc scFvs J2, J4, N4 and N5........181 
17 
 
Figure 4.6.  Kinetics of binding analysis for scFv C1.............................................................................183 
Figure 4.7.  Kinetics of binding analysis for scFv C4.............................................................................184 
Figure 4.8.  Kinetics of binding analysis for scFv J2..............................................................................185 
Figure 4.9.  Kinetics of binding analysis for scFv J4..............................................................................186 
Figure 4.10.  Kinetics of binding analysis for scFv N4..........................................................................187 
Figure 4.11.  Kinetics of binding analysis for scFv N5..........................................................................188 
Figure 4.12. Titration of TT‐Hc in a ganglioside binding assay.............................................................191 
Figure 4.13.  Dose‐response curve for neutralisation of TT‐Hc ganglioside binding capacity by  
scFv C1............................................................................................................................. ....................192 
Figure 4.14.  Comparative potency measurement for 7 anti‐TT‐Hc scFvs...........................................193 
 
Chapter 5 
Figure 5.1.  Cloning strategy for construction of tandem‐scFv clones in the phagemid vector 
pCANTAB6...........................................................................................................................................205 
Figure 5.2. Illustration of the construction of null CRAb clones..........................................................207 
Figure 5.3. Not I – Bsm I double digest for null CRAb construction.....................................................208 
Figure 5.4. Colony PCR of null CRAb ligation transformant clones......................................................209 
Figure 5.5.  Measurement of null‐CRAb display levels........................................................................210 
Figure 5.6.  Antigen binding phage‐ELISA for null CRAb validation.....................................................211 
Figure 5.7. Quality assurance null‐CRAb digest...................................................................................211 
Figure 5.8. Silent mutagenesis of scFv 3’ Not I site to facilitate construction of a tandem‐scFv  
library..................................................................................................................................................212 
Figure 5.9. PCR reaction analysis for scFv 3’ Not I silent mutagenesis................................................213 
Figure 5.10.  Diagnostic double digests for determination of successful Not I mutagenesis..............214 
Figure 5.11.  Illustration of PCR1 for appending a universal annealing sequence to 7 anti‐TT‐Hc  
scFvs....................................................................................................................................................215 
Figure 5.12.  PCR amplification of Not I mutated scFvs to append universal annealing sequences....216 
Figure 5.13.  Illustration of PCR2 for completion of inter‐scFv linker construction.............................217 
Figure 5.14.  PCR based construction of 7 inter‐scFv linkers for 7 anti‐TT‐Hc scFv clones..................218 
Figure 5.15.  “One‐pot” linker ligation schematic for constructing a tandem‐scFv library.................220 
Figure 5.16.  Final analysis of PCR2 linker length pools and null CRAb pools prior to ligation............221 
Figure 5.17.  Seven anti‐TT‐Hc tandem‐scFv linker library ligations....................................................221 
Figure 5.18.  Colony PCR linker library insert amplification.................................................................223 
Figure 5.19.  Phage‐ELISA with anti‐TT‐Hc tandem‐scFv clones..........................................................224 
 
 
18 
 
Chapter 6 
Figure 6.1.  Illustration of diagnostic PCR for identifying randomly selected tandem‐scFv clones.....234 
Figure 6.2.  Analysis of diagnostic PCR primer function with cognate scFvs.......................................235 
Figure 6.3.  PCR to test diagnostic PCR primer specificity...................................................................236 
Figure 6.4.  Illustration of a PCR‐Digest assay for screening phage‐display tandem‐scFv clones........237 
Figure 6.5.  Control BstN I digests for identifying scFvs in tandem‐scFv clones..................................238 
Figure 6.6.  Double Sma I / Asc I digest for screening tandem‐scFv clones.........................................240 
Figure 6.7.  Scheme for phage display based CRAb selections and subsequent analyses...................241 
Figure 6.8.  Series 1 Round 1 Phage Display Selections with Titrated TT‐Hc.......................................242 
Figure 6.9.  Input phage antigen binding ELISA...................................................................................243 
Figure 6.10.  BstN I analysis of the 24 tandem‐scFv clones from S1R1‐Input phage...........................244 
Figure 6.11.  Sma I + Asc I for gross linker length verification and C1/C4 discrimination for 24 tandem‐
scFv clones from S1R1‐input phage.....................................................................................................245 
Figure 6.12.  Analysis of constructed anti‐TT‐Hc tandem scFv library prior to input phage  
production...........................................................................................................................................247 
Figure 6.13.  Analysis of S1R1 input phage..........................................................................................248 
Figure 6.14.  Analysis of S1R1 output phage.......................................................................................249 
Figure 6.15.  Analysis of S1R2 output phage.......................................................................................250 
Figure 6.16.  Analysis of S2R1 input phage..........................................................................................251 
Figure 6.17.  Analysis of S2R1 output phage.......................................................................................252 
Figure 6.18.  Analysis of S2R2 output phage.......................................................................................253 
Figure 6.19.  Chelating vs competing scFv pairings in phage display CRAb selections........................254 
Figure 6.20.  Analysis of gross linker length prevalence......................................................................255 
Figure 6.21.  C4‐N4 linker length analysis............................................................................................256 
Figure 6.22.  Western Blot of CRAb expression levels in pellet and supernatant fractions................258 
Figure 6.23.  Antigen binding ELISA of CRAb supernatant fractions....................................................258 
Figure 6.24.  Analysis of soluble cell lysate from E. coli CRAb expressions.........................................259 
Figure 6.25.  C4‐N4 CRAb binding ELISA using soluble cell lysate fractions.........................................260 
Figure 6.26.  CRAb off‐rate analysis by surface Plasmon resonance (BIAcore)...................................261 
 
 
 
 
 
 
19 
 
ABBREVIATIONS 
 
ADCC      Antibody Dependant Cell Mediated Cytotoxicity 
AML      Acute Myeloid Leukaemia 
B‐TT‐Hc     Biotinylated TT‐Hc 
BiTE      Bispecific T‐cell Engager 
bp      Base pairs 
BSA      Bovine Serum Albumin 
CEA      Carcinoembryonic Antigen 
Ceff      Effective concentration 
CDC      Complement dependent cytotoxicity 
CDR      Complementarity Determining Region 
CH      Constant heavy chain 
CL      Constant light chain 
CTL      Cytotoxic T‐Lymphocyte 
CTLA‐4      Cytotoxic T‐Lymphocyte Antigen 4 
CRAb      Chelating recombinant antibody 
Db      Diabody 
DNA      Deoxyribonucleic Acid 
dsFv      Disulphide stabilised Fv 
EGFR      Epidermal Growth Factor Receptor 
ELISA      Enzyme linked immunosorbant assay 
Fab      Fragment of antigen binding 
FACS      Fluorescence‐Activated Cell Sorting 
FDA      Food and Drug Administration 
FITC      Fluorescein isothiocyanate 
E. coli      Escherichia coli 
HAHA      Human Anti‐Human Antibody 
HAMA      Human Anti‐Mouse Antibody 
HRPO      Horse radish peroxidase 
hCG       Human Chorionic Gonadotrophin 
ICAM‐1     Intercellular Adhesion Molecule‐1 
Ig      Immunoglobulin 
IL‐6      Interleukin 6 
IMAC      Immobilised metal affinity chromatography 
IPTG      Isopropyl‐β‐Dthio‐galactopyroanoside 
20 
 
KA      Association equilibrium constant 
KD      Dissociation equilibrium constant 
kon      On‐rate  
koff      Off‐rate  
kbp      kilo base pairs 
kDa      Kilodaltons 
mAb      Monoclonal Antibody 
M      Molar 
MUC      Mucin 
MW      Molecular Weight 
mPBS      Milk protein in PBS 
OD      Optical density 
PAGE      Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 
PBS      Phosphate buffered saline 
PCR      Polymerase chain reaction 
pelB      Pectate lyase 
PLAP      Placental Alkaline Phosphatase 
RANK      Receptor Activator of Nuclear Factor‐κB 
RNA      Ribonucleic acid 
rpm      Rotations per minute 
scDb      Single‐chain diabody 
scFv      Single‐chain Fv 
SDS      Sodium dodecyl sulphate 
SPR      Surface plasmon resonance 
TAA       Tumour Associated Antigen 
TT      Tetanus Toxin 
TT‐Hc       C‐terminal domain of tetanus toxin heavy chain 
TT‐HcC      C‐terminal sub‐domain of TT‐Hc 
TT‐HcN      N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc 
taFv      Tandem scFv 
TNF      Tumour Necrosis Factor 
TSA       Tumour Specific Antigen 
VEGF      Vascular Endothelial Growth Factor 
VH      Variable heavy chain 
VL      Variable light chain 
 
21 
 
CHAPTER 1 
 
Introduction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1 Antibody Therapeutics 
 
1.1.1 Antibodies: The Immune Systems’ Swiss Army Knife 
Antibodies  are  glycoproteins, wonderfully  crafted  by Mother Nature  and  one  of  the most  critical 
components of the mammalian immune system acting as a bridge between the innate and adaptive 
responses.    The  classic  isotype,  immunoglobulin  G  (IgG)  is  homo‐bivalent  (Figure  1.1)  with  a 
molecular weight of 150kDa (Porter, 1973).   The molecule  is modularised with the  immunoglobulin 
domain.   Through proteolytic fragmentation and functional analyses of  IgG molecules,  it was found 
that they possess two 50kDa fragments with antigen binding capability termed the Fab arms and an 
additional 50kDa fragment which could crystallise, termed fragment crystallisable (Fc).   
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Figure 1.1   The Classical IgG Antibody Molecule.   Immunoglobulin G  is a glycoprotein, consisting of 
four  chains  ‐  two  light  (L)  and  two  heavy  (H) with  an  approximate molecular weight  of  150,000 
Daltons.  Each 25kDa L‐chain (pink) is associated with a 50kDa H–chain (blue).  The two H‐chains are 
attached at the hinge region.  Light chains have a conserved c‐terminal constant domain (CL) and N‐
terminal variable domain (VL) which contains extensive sequence variability.  The H chains consist of 
one N‐terminal variable (VH) domain and three constant (CH) domains.  The CH2 domain present in 
the Fragment Crystallisable  (Fc)  region  contains  carbohydrate moieties  (red bands) at asn297  that 
mediate  immunological  interactions  and modulate pharmacokinetic properties.    Together,  the VH 
and  VL  domains  associate  to  form  an  antigen  binding  site which  is  part  of  the  Antigen  Binding 
Fragment (Fab) arm.  Each IgG molecule has two of these and is bivalent.  Each binding site is specific 
for the same epitope so the IgG is mono‐specific. 
VH
VL
CL
CH1
CH3
CH2
Antigen Binding Site
Fab
Fc
 
Predominantly,  IgG antibody molecules circulate  in the serum component of blood and are able to 
exquisitely,  although  not  exclusively,  recognise  non‐self  antigens  present  on  entities  that  have 
entered  the  body  exogenously  such  as  pathogens  and  allergens  or  those  that  have  arisen 
endogenously such as  in the case of cancer.   They do so via the unique specificity endowed by the 
two Fab regions of the antibody molecule.   The Fc domain  is able to elicit effector functions which 
include  activation  of  the  complement  system  or  induction  of  phagocytosis  culminating  in  the 
removal, neutralisation  and elimination of  the  foreign protein,  cell or micro‐organism  (Figure 1.2) 
(Casadevall et al., 2004).  Recruitment of effector cells such as macrophages and neutrophils occurs 
by  interaction with  the  cellular  FcγR  receptor  types which  vary  depending  on  cell  type.    The  Fc 
domain can also bind to FcRn salvage receptor after fluid‐phase uptake by vascular endothelial cells 
and  circulating  immune  cells  leading  to  escape  from  the  lysosomal  degradation  pathway  and  re‐
circulation  to  the  cell  surface.    This  process  contributes  greatly  to  the  21  day  half‐life  of  IgG 
molecules (Carter, 2006). 
Figure  1.2.    The  effector  mechanisms  elicited  by  antibody  molecules.    Antibodies  are  able  to 
neutralise viruses, toxins and bacteria simply by the binding action of their Fab regions.  Through the 
action  of  their  Fc  domain,  antibodies  can  also  elicit  complement  activation,  phagocytosis  and 
antibody‐dependent cellular cytotoxicity  in addition to the generation of oxidative molecules.   They 
can also modulate inflammation and modulate the immune response in general.  Figure taken from 
(Casadevall et al., 2004). 
 
 
Our  entire  antibody  repertoire  supposedly  exhibits  specificity  for  almost  any  antigenic  target 
possible.  Antibodies are expressed in B‐cells which display the IgD isotype on their cell surface acting 
as a  receptor  (Moller, 1977).   When  that B‐cell engages  its cognate  foreign molecule a cascade of 
events is triggered, fuelled by co‐stimulation from other components of the immune system such as 
T‐cells, which  results  in  clonal  expansion  of  that  particular  B‐cell  and  class  switching  to  produce 
secreted  soluble  pentavalent  IgM.    Later  on  in  the  immune  response,  B‐cells may  undergo  class‐
switching  (Harriman  et  al.,  1993)  to  produce  soluble  bivalent  IgG  which  typically  will  be  more 
efficient  at  neutralising  the  target  protein  due  to  intrinsic  processes  which  increase  its  binding 
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strength (affinity) through a process called somatic hypermutation and other recombination events 
which shuffle the antibodies binding sequence (Neuberger and Milstein, 1995). 
 
Each antibody variable domain hosts three hypervariable sequence regions which encompass areas 
called the complimentarity determining region (CDR) and these are  interspersed within frame‐work 
regions which help to present the CDRs for binding to their cognate antigenic epitope (Chothia et al., 
1998; Chothia and Lesk, 1987; Chothia et al., 1992).   These antigen binding regions are sometimes 
called  the  paratopes.    The  association  of  VH  and  VL  forms  the  antigen  combining  region  of  the 
antibody molecule containing a total of 6 hypervariable regions.   
 
In humans  there are  two  separate genetic  loci  for  the  immunoglobulin  light  chains and  these are 
classified as kappa (κ) and lambda (λ) and are found on chromosomes 2 (Malcolm et al., 1982) and 22 
(de  la Chapelle et al., 1983) respectively.   The single heavy chain  locus  is found on chromosome 14 
(Cox et al., 1982; Pascual and Capra, 1991).  Heavy chain gene loci combine three different types of 
segment termed V (variable), D (diversity) and J (joining) (Chothia et al., 1992).  There are around 50 
functional VH  regions  for  the  heavy  chain which  can  combine with  30 D  segments  and  1  of  6  JH 
segments.  The heavy chain constant region genes dictate the antibody isotype of which there are 5 
(A, D, E, G and M).  The light chains do not exhibit D‐region segments.  For the Vκ light chain there are 
40 possible Vκ which can be combined with 1 of 5 Jκ segments and 1 constant segment (Cκ) encoding 
the constant region of the light chain (Cox et al., 1994).  For the Vλ light chain, there are 30 possible 
Vλ segments that can combine with 4 possible Jλ segments and 1 Cλ segment (Williams et al., 1996).  
Generally V regions encode up to the first two CDRs within a variable domain and a part of the CDR3 
region.   The J regions encode the remainder of the CDR3 region and  last framework region.    In the 
case of heavy chains, the D‐region encodes a few residues interspersing the V and J regions but does 
add to diversity.  It is the random combinations of V, D and J regions within the variable domains that 
give each antibody its unique binding specificity.  Sometimes junctional flexibility and extra diversity 
is created from errors in joining of the D and J regions. 
 
It was the microbiologist and Nobel Laureate Paul Ehrlich who suggested that antibodies, owing to 
their unique specificity, could be used as “magic bullets”  in treating human disease  (Ehrlich, 1967).  
The term for this is immunotherapy and this is the subject of the next section. 
 
1.1.2 Antibodies in immunotherapy: definitions and current perspectives 
Immunotherapy is a broad term and there are two types: active and passive.  Active immunotherapy 
is  otherwise  known  as  vaccination  and  it was  perhaps  Henner  and  Pasteur  that  pioneered  this.  
Vaccination  was  used  to  eradicate  small‐pox  (Henderson,  1976).    The  process  consists  of  the 
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administration  of  attenuated  or  inactivated  pathogenic  microbes  or  viruses,  microbial 
macromolecules, cloned microbial antigens, toxoids, DNA encoding an antigen or an array of other 
possible  technologies  (Gluck  and Metcalfe,  2002).    The  key  goal  of  vaccination  is  induction  of  a 
protective  immune  response  involving both humoral  and  cell‐mediated  immune  components  that 
will be effective in a situation where an individual is exposed to the pathogen involved.  In addition a 
good vaccination will result in the propagation of long‐lived antigen‐specific memory B‐cells that can 
produce antibody in future antigen encounters.  Many vaccines have been met with limited success 
due  to not all  the essential  requirements described above being met.    In addition  there  is a delay 
between vaccination and protection.  An example of the wide‐spread use of a reasonably successful 
vaccine is that for tetanus which is discussed further in Section 1.7.  
 
One  could  say  that  Emil  von  Behring  and  Shibasabura  Kitasato  were  the  pioneers  of  passive 
immunotherapy  when  they  showed  that  the  serum  of  animals  that  had  been  exposed  to  and 
survived tetanus could be used to provide protection  in other animals not previously exposed  (von 
Behring and  Shibasabura, 1890).   Passive  immunotherapy  is also manifest  in  the way  immunity  is 
transferred  from  mother  to  child  in  the  colostrum.    Passive  immunotherapy  is  essentially  the 
administration of neutralising antibody  into an  individual;  it does not provide  long  term  immunity 
because only a finite amount of antibody  is administered and no self‐sufficient capacity to produce 
more is present within the patient.  This type of immunotherapy can be used in pre or post‐exposure 
prophylaxis for a particular disease or in response to early symptoms.   
 
Administration  of  animal  sera  containing  polyclonal  mixtures  of  antibodies  protective  against  a 
particular  disease  (“Serum  Therapy”)  were  used  up  until  the  1930’s  to  treat  various  infectious 
diseases.   However, because of  the animal origin  they  caused hypersensitivity and  serum  sickness 
which  could  have  serious  acute  (fever)  and  chronic  (immuno  complex  formation  and  deposition 
leading  to  kidney  damage)  symptoms.   With  the  advent  of  sulphonamide  and  other  antibiotics, 
serum  therapy  was  used  less  and  the  antibiotic  era  begun  (Gray  and  Keck,  1999;  Siu,  2002).  
However, use of animal sera still occurs today and in fact horse serum protective against black widow 
spider  toxin,  botulinum  toxin,  diphtheria  toxin  and  tetanus  toxin  are  frequently  used  to  treat 
patients, particularly  in  the developing world.   Developments  that have allowed  the purification of 
pooled human polyclonal serum have lead to its use in the developing world for tetanus, measles and 
hepatitis in cases where individuals are not vaccinated and post exposure prophylaxis is required. 
 
It was the landmark work of Kohler and Milstein that revolutionised passive immunotherapy (Kohler 
and Milstein, 1975).  Their work lead to the ability to produce murine hybridoma cell lines consisting 
of immortalised B‐cells producing a single “monoclonal” antibody with specificity for one epitope on 
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one antigen.   This opened up  the possibility of making well defined homogeneous antibody drugs 
circumventing the need for using polyclonal sera of undefined composition.  It was in 1986 that the 
first monoclonal antibody was approved in the US as a marketed drug for use in patients (Reichert et 
al., 2005).  Muromomab‐CD3 (Orthoclone OKT3®) was a completely murine antibody and was used as 
an  immunosuppressant  to  prevent  transplant  rejection  (Goldstein  et  al.,  1986).    Unfortunately 
successes  of murine  antibodies  has  been  very  low with  only  3%  of  those  entering  clinical  trials 
actually obtaining approval  (Carter, 2006).   This has been due  to high  immunogenic nature of  the 
antibody  and  so  leading  to  production  of  human  anti‐mouse  antibodies  (HAMA)  which  cause 
symptoms  similar  to  serum  sickness and neutralise  the action of  the murine monoclonal antibody 
lowering its efficacy and preventing re‐administration (Azinovic et al., 2006). 
 
Murine monoclonal antibodies no  longer have a place  in a  therapeutic  setting and  the  technology 
was  superseded  by  the  processes  of  chimerisation  (Morrison  et  al.,  1984)  and  humanisation 
(Riechman et al., 1988) where murine antibodies are essentially made “more human”.  In the former 
process,  the murine variable domains are  spliced onto human  constant domains and  in  the  latter 
process all but the grafted CDRs are human sequence.   Abciximab  (Reopro®) was the first chimeric 
monoclonal antibody marketed in 1994 targeting the GPIIb/IIIa receptor on platelets and preventing 
clotting (Simoons et al., 1994).  However this was a Fab fragment.  Rituximab (Rituxan®) was the first 
chimeric  whole  monoclonal  IgG  molecule  approved  in  1997  for  the  treatment  of  non‐hodgkins 
lymphoma targeting CD20 (Coiffier, 2007).  Daclizumab (Zenapex®) was the first humanised antibody 
approved  in 1997  targeting CD25  for  the prevention of acute organ rejection  (Ekberg et al., 1999).  
Most antibodies entering  clinical  trials are now however  completely human and are derived  from 
display technologies such as ribosome, yeast or phage (Hoogenboom, 2005b) or transgenic mice that 
express human  immunoglobulin genes  (Lonberg, 2008).   Adalimumab  (Humira®) was  the  first  fully 
human mAb  derived  initially  from  phage  display  and was  approved  in  2002  for  the  treatment  of 
rheumatoid arthritis targeting TNF‐α (Scheinfeld, 2003).  Panitumumab (Vectibix®) was the first fully 
human  monoclonal  antibody  derived  from  transgenic  mice  and  was  approved  in  2006  for  the 
treatment of colon cancer targeting the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (Chu, 2006). 
 
As of 2008, 27 antibodies are now approved for therapeutic use (Deonarain, 2008) and at  least 150 
are  in  various  stages  of  clinical  development  (Carter,  2006).    The  antibody  therapeutic market  is 
predicted to be worth around 12 billion Great British Pounds by 2011 (Deonarain, 2008).  Of the 27 
approved  antibodies,  10  are  for  the  treatment  of  various  cancers  and  the  rest  are  for  various 
immunological targets with only 1 approved for infectious disease (see below).  The four well known 
mAb  drugs  which  have  achieved  blockbuster  status  are  all  anti‐cancer  antibodies  and  include 
rituximab  (Rituxan®),  trazstuzumab  (Herceptin®)  (Vogel  et  al.,  2002),  bevacizumab  (Avastin®) 
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(Panares and Garcia, 2007) and cetuximab (Erbitux®) (Galizia et al., 2007) which have all had sales of 
over  1  billion US  dollars.    The  latter  three  drugs,  not mentioned  above  are  for  the  treatment  of 
breast, colorectal and  (metastatic colon/head and neck) cancers  respectively  targeting HER2, VEGF 
and EGFR. 
 
All that remains to say here is why antibodies? What are their advantages and disadvantages?  For a 
start,  they  are more  successful  to  develop.   Of  the  antibodies  that  go  into  clinical  trials,  18%  of 
chimeric  clones  reach  approval  and  24%  of  humanised  do  so  (Imai  and  Takaoka,  2006).    In 
comparison only 5% of small molecule drugs make  it through clinical trials.   Monoclonal antibodies 
due  to  their size exhibit much  longer plasma half  lives  than small molecules and  therefore  require 
less frequent dosing.  Antibodies are also highly specific for their target compared to small molecules 
and therefore more efficacious and also selective over other targets that may be similar thus leading 
to fewer side effects due to toxicity.  In addition, unlike small molecules, antibodies are not degraded 
to form potentially toxic by‐products and are less likely to interact with other drugs through direct or 
metabolic  routes.    The  fact  they  can  recruit  effector  cells  is  often  an  advantage.    Compared  to 
vaccines  it  is actually more rapid to develop antibodies as a passive  immunotherapy (Hassani et al., 
2004) 
 
Unfortunately, disadvantages of  antibody  therapy  include high  cost due  to high  cost of  goods.   A 
course of treatment with the anti‐infective mAb palivizumab for example costs around £2,500 and so 
it is often difficult for assessment of the cost/benefit ratio to yield promising results (Cardenas et al., 
2005; ter Meulen, 2007).  Antibody‐based drugs often therefore have difficulty in being approved by 
the  UK’s  National  Institute  for  Clinical  Excellence  as  prescribable  within  the  UK  National  Health 
Service.    These  high  costs  are  driven  by  the  rigorous  manufacturing  and  purification  processes 
required to produce antibodies.  Other issues include cases of immunogenicity, although this can be 
resolved  by  engineering,  as well  as  the  logistics  of  transporting  and  storing  protein  based  drugs, 
sensitive  to  temperature etc.   Antibodies are also  limited  to  targeting extracellular or  cell  surface 
targets since they cannot enter cells.   Finally, antibody based drugs currently must be administered 
intravenously meaning they cannot be taken at home by the patient.   However this does  lead to a 
more predictable pharmacokinetic profile and tends to be reproducible patient to patient (Imai and 
Takaoka, 2006).   
 
1.1.3 Antibody based immunotherapy in infectious disease 
The  therapeutic  area  relating  to  this  thesis  is  that  of  infectious  disease;  a  collection  of  diseases 
caused by pathogenic agents including bacteria, fungi, viruses, prions, parasites and other microbes.  
Nosocimal blood‐borne  infections alone cost the US $2 Billion annually to treat (ter Meulen, 2007).  
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There were 360,000  cases of nosocomial  infections  in 2004 with a 30% mortality  rate.    Infectious 
diseases  are becoming  a  great problem because pathogens often  rapidly become  resistant  to  the 
small molecule drugs used (Alanis, 2005). This  is partly due to their over‐use and also mis‐use with 
patients not  finishing  the  entire prescribed  course or missing doses.    There  is  also  a  lack of  anti‐
infective  small  molecules  in  the  drug  development  pipeline  and  so  the  number  of  new  drugs 
available each year is diminishing rapidly.  
 
Out of the 26 mAb antibody therapies that have been marketed, only 1 is for infectious disease.  That 
is  Palivizumab  (Synagis®)  (Cardenas  et  al.,  2005) which  is  used  to  treat  respiratory  syncytial  virus 
(RSV).  Motavizumab (proposed trade name: Numax®) is a more potent derivative of Synagis® and is 
in phase III clinical trials (Mejias et al., 2007).  So compared to Cancer, infectious disease is a poorly 
served  therapeutic area  in  the antibody arena but also  in  the pharmaceutical  industry  in general.  
This is largely attributable to the intrinsic nature of the market which exhibits low financial incentives 
due  to  low  returns.    This  is  perhaps  due  to  the  fact  that  unlike many  other  diseases,  infectious 
diseases can be completely cured and so a patient may only need to use a particular drug for a short 
period of  time.    In  addition  there  are  always  chances  that  vaccines  can be developed  that would 
reduce the market size for passive therapies or even eradicate the market by eradicating the disease.  
There are however some chronic  infectious diseases such as HIV that have turned the attention of 
strategists in industry.  Also there is great financial incentive to produce drugs for bioterrorist agents 
such as Ebola virus, West Nile virus  (WNV), anthrax and botulism.    It has been stated that we now 
need  narrow  spectrum  drugs  rather  than  broad  spectrum  for  infectious  diseases  (Alanis,  2005).  
Antibodies  with  their  ultra‐specificity  meet  that  requirement  and  it  is  expected  that  such 
therapeutics would be  suitable  for diseases not preventable  through vaccination  for patients with 
weakened immunity, chronic illnesses and for the young and old (ter Meulen, 2007). 
 
Important  infectious diseases  that are being addressed with antibody  therapeutic  research  include 
viral diseases such as cytomegalovirus (CMV) which is present in 50 to 70% of people latently and can 
activate  during  periods  of  immunosupression  to  cause  cancer  and  other  symptoms  (ter Meulen, 
2007).   There  is currently no vaccine  for Hepatitis C virus  (HCV) which  is currently  infecting over 2 
million  people  in  the US  alone  and  can  cause  severe  liver  damage  and  death.    There  are  over  2 
million people living with HIV in the US and this chronic viral illness is becoming increasingly resistant 
to small molecules (Temesgen et al., 2006).  Rabies, also caused by a virus is 100% fatal and there is a 
shortage  of  the  traditionally  used  polyclonal  serum  for  its  treatment.    RSV  has  proven  to  be  an 
excellent  target  in  terms  of  scientific  and  commercial  viability  with  over  120,000  paediatric 
hospitalisations each year  in  the US alone.   Palivizumab,  the only  licensed mAb, which  targets RSV 
has  proven  to  be  a  blockbuster  drug.    Pandemic  influenza  is  a  highly  apt  candidate  for  passive 
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immunotherapeutic  targeting.    An  outbreak  of  a  severe  influenza  epidemic  would  require  vast 
quantities of a highly‐specific and effective drug. 
 
Other  important  diseases  for  which  antibodies  are  relevant  include  invasive mycoses  caused  by 
Candida and Aspergillus species of  fungi;  important and relevant  in the  immuno‐suppressed where 
they can cause severe systemic symptoms and death.  The most relevant bacterial infections for mAb 
therapies are the nosocomial types including Methicillin‐Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and 
Clostridium difficile amongst others which are causing a massive concern  in our hospitals.   Perhaps 
most  relevant  to  this  thesis are  the diseases caused by  the products of certain organisms, notably 
toxins.  Of concern are anthrax toxin, botulinum toxin and ricin which are all amenable to biological 
warfare  and  are  extremely potent  toxins  (Casadevall, 2002).    There has been much  research  into 
toxin neutralising antibodies although there are few in clinical trials. 
 
Out  of  the  150  estimated monoclonal  antibody  based  drugs  in  clinical  trials,  around  20  are  for 
infectious disease.  Table 1.1 which has been taken directly from a recent review by Jan ter Meulen 
summarises these and the stages they are currently at (ter Meulen, 2007).  As can be seen there are 
15 mAbs  in  clinical development  that  are  full  IgG molecules,  three  are mixtures of  at  least  2  full 
length mAbs molecules for the same target, 1 is a bispecific molecule, and 3 are antibody fragments.  
Across  the range, 11 are  for viral diseases  (including 4  for HIV), 10 are  for bacterial diseases  (5  for 
toxin  targets)  and  1  for  a  fungal  disease.    The  key mechanisms  of  action  for  anti‐infective mAbs 
include  blocking  interaction  of  pathogen  or  toxin  with  receptor,  aggregation  of  particles,  or 
destabilisation of virions.  Affinity is the major determinant for success followed by pharmacokinetics 
and biodistribution (Maynard et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1.1 Monoclonal antibody therapies in clinical trials for infectious disease 
 
References: A (Dimitrov, 2007); B (Murga et al., 2006); C (Lalezari, 2006); D (Shibata et al., 2007); E 
(Schiano et  al., 2006);  F  (Dagan  and Eren, 2003); G  (Soares et  al., 2007); H  (Galun et  al., 2002);  I 
(Cardenas et al., 2005); J (Mejias et al., 2007); K (Goudsmit et al., 2006); L (Pachl et al., 2006). 
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Table 1.1 Continued... 
 
 
References: O (Mohamed et al., 2005); P (Subramanian et al., 2005); Q (Vitale et al., 2006); R (Rigg et 
al., 2002); S  (Thackray et al., 2006); T  (Weems et al., 2006); U  (Lang et al., 2004); V  (Frank et al., 
2002); W (Babcock et al., 2006) 
 
 
 
 
 
31 
 
32 
 
There  are  several  issues  that  arise when developing  infectious  disease mAbs.    The  first  is  that of 
immune escape.   By  targeting such a specific part of  the pathogen  (i.e. specific epitope)  there  is a 
selection pressure for that part to mutate and no longer be recognised by the drug as seen with the 
influenza virus  surface antigens  (Aoki et al., 2007; Reece, 2007).   This  is not  relevant  for  toxins as 
these do not undergo antigenic drift and shift.  This problem can be circumvented by using cocktails 
of mAbs, preferably binding to different parts of the pathogen or indeed different parts of the target 
molecule.  This produces a synergistic potency effect (ter Meulen et al., 2006).  An elegant approach 
is the recent development of recombinant polyclonal serum where 20 different mAbs are produced 
from a single cell line (Rasmussen et al., 2007).  Apparently, the more targeted specificities the better 
and less chance of immune escape occurring.  This notion actually rather ironically brings us full circle 
to  the  times of  the early 20th  century when polyclonal animal  serum was used  to  treat  infectious 
disease.   Some pathogens express protein A on their surface, have thick capsules and form biofilms 
on surfaces within the body and these factors can cause mechanistic issues for antibody therapeutics 
although there is no doubt that these can be overcome with careful antibody design considerations.  
Another issue of developing infectious disease mAbs is that of the clinical trials.  It is not ethical for 
example to deliberately give humans toxins such as anthrax during clinical trials and so drugs against 
these factors rely on approval via the FDA “animal rule” route, something no drug has yet done (ter 
Meulen,  2007).    Also  another  limitation  is  effective  delivery  of  antibodies  to  mucosal  sites  of 
infection  e.g.  gut or  lung.   More  recent developments by GSK‐Domantis  regarding  a  recombinant 
antibody  format  termed  domain  antibodies  (dAbs)  reveal  that  they  are  extremely  stable  and 
amenable to inhalation and oral dosing (Holt et al., 2008).  
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1.2 Antibody Engineering 
The perfect therapeutic antibody drug would be cheap and straightforward to manufacture and easy 
to  prepare  for  use  in  patients.    It would  exhibit  a  high  affinity  and  potency  for  its  target  and  a 
reasonably long serum half‐life for optimal therapeutic window allowing infrequent dosing.  It would 
be stable  in blood and able to endure storage.   Finally  it would exhibit no  immunogenicity avoiding 
side‐effects and enabling re‐administration if necessary.  When antibodies with therapeutic potential 
are first identified, they rarely exhibit any of these properties at the desired levels.  Fortunately, the 
ever‐expanding and cutting edge field of antibody engineering enables us to modulate almost any of 
these properties  (Carter, 2006; Demarest and Glaser, 2008; Deonarain, 2008; Holliger and Hudson, 
2005;  Loo  et  al.,  2008).    Technology  has  also  afforded  us  the  tools  to  create  different  antibody 
fragments for use directly as therapies or as intermediates in crafting whole IgG molecules. 
 
 
1.2.1 Recombinant Antibody Formats 
 
1.2.1.1 A plethora of possibilities 
The structurally and  functionally modular nature of antibodies means  that genetic engineering can 
be used to create many different forms and combination of  immunoglobulin domains.   Perhaps the 
first and most relevant was the single‐chain fragment variable (scFv) (section 1.2.1.2 below) in 1988.  
After  this, dozens of possibilities were  realised and  the most  important of  these are  illustrated  in 
Figure   1.3.   One of the key aspects of the smaller antibody fragments  is that they are amenable to 
bacterial  expression  and  can  be  selected  from  large  naive  combinatorial  antibody  libraries 
(Hoogenboom,  2005b)  using  techniques  such  as  phage  display  (section  1.5).    They  can  be 
manipulated to modulate affinity (Levin and Weiss, 2006; Wark and Hudson, 2006) (section 1.3) and 
then if required reverse engineered back to the full IgG format (Huls et al., 1999).  Their smaller size 
leads to faster blood clearance characteristics allowing them to penetrate deeper into tumours and 
making them more suitable for imaging purposes than IgG molecules. 
 
There  are  at  least  30  recombinant  engineered  antibody  fragments  in  various  stages  of  clinical 
development  (Holliger  and Hudson,  2005)  and  the majority of  these  are  scFv  and  Fab  fragments.  
Although  Fab  fragments will  not  be  discussed  in  detail  here,  it  should  be  noted  that  these  have 
proven  to be  very  successful  as  evidenced by  the  success of Reopro®  and  the  similarly  approved 
PEGylated  (see 1.2.2) anti‐TNF‐α  Fab, Cimzia®  (http://www.nektar.com), which  is an example of a 
recombinant  antibody  used  to  treat  Chrohn’s  disease.    There  are  around  15  antibodies  from 
recombinant libraries in clinical development and 8 of these were drawn from phage libraries (Lowe 
and  Jermutus, 2004).   Bivalent  recombinant antibodies are  the most  relevant  format  to  this  thesis 
and are composed two scFv modules.  They are discussed in section 1.2.1.3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dAb 
Figure 1.3.  Schematic illustration of many possible antibody derivatives.  Green shading illustrates 
murine sequence and purple human sequence.  The single‐chain antibody fragment (scFv) is central 
composed of only the antibody variable domains retaining the specificity and intrinsic affinity of the 
IgG.  bs: bispecific, dAb: single‐domain antibody; ds: disulphide. Taken from (Deonarain, 2008). 
 
1.2.1.2 The Single‐Chain Fv 
In  1972,  Inbar  et  al  published  one  of  the  first  reports  detailing  how  antibody  variable  domains, 
isolated  through  enzymatic  digestion,  can  associate  non‐covalently  to  form  functional  antigen 
binding  structures.    These  25kDa molecules were  termed  Fv  fragments  and  they  retained  all  the 
binding  characteristics  of  the  Fab’  fragment  (Inbar  et  al.,  1972).    These  Fv  fragments were  later 
developed  in  a bicistronic  E.  coli  expression  system  (Skerra  and  Pluckthun, 1988).    The  Fv  format 
however proved difficult  to  isolate and purify and heterogeneity was a concern due  to differential 
molar levels of the separate VH and VL domains.  This problem was addressed and reported in 1988 
simultaneously by Bird and Huston who both developed the single chain Fv format (scFv) which is a 
monocistronic construct consisting of the VH and VL domains tethered by a linker peptide (Bird et al., 
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1988; Huston  et  al.,  1988)  (Figure  1.4).    It was Huston who  utilised  the  now widely  exploited  15 
amino acid (G4S)3 linker which is both flexible and hydrophilic and allows the VH and VL domains to 
associate forming a 30kDa monomeric antigen binding protein. 
A
B
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.4.   Recombinant antibody  fragments based around  scFv modularity.    Illustrative domain 
arrangements (A) and gene organisation (B) of the monovalent single‐chain fragment variable (scFv) 
molecule  and  bivalent  diabodies  (Db),  single‐chain  diabodies  (scDb)  and  tandem‐scFv  (taFv) 
molecules.   Alternative  tetravalent  formats are also  shown which  include  the  tandem‐single  chain 
diabody (tanDb) and diabodies fused by a CH3 domain (scDb‐CH3).  This figure is taken directly from 
Kontermann (2005). 
 
The domain orientation  (“VH‐Linker‐VL” versus  “VL‐Linker‐VH”)  (Kim et al., 2008b; Tsumoto et al., 
1994) and nature of  the  inter‐domain  linker  in  terms of  its  length and composition have been  the 
subject of much study (Holliger et al., 1993; Stemmer et al., 1993; Turner et al., 1997) with the goal 
of  improving  the  scFv  further  in  terms of  functionality,  stability and expression  levels.   One of  the 
characteristics  inherent  to  the  scFv  format  is  its  tendency  to  form  higher  order  assemblies  and 
aggregates.    This  transition  can be  influenced by many parameters.   More  general  aggregation  is 
influenced by the antibody sequence and external factors such as ionic strength and pH of the buffer 
system  (Arndt  et  al.,  1998).    Variations  in  inter‐domain  linker  length  can  lead  to more  specific 
multimerisation  characterised  by  inter‐molecular  domain  swapping  and  this  brings  us  onto  the 
subject  of  diabodies,  discussed  below  (Holliger  et  al.,  1993).    The  stability  of  scFvs  has  been 
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addressed  and  one  of  the most  successful ways  of  improving  it  is  by  the  creation  of  disulphide 
stabilised  scFv  molecules  which  exhibit  less  multimerisation  because  the  VH  and  VL  have  an 
additional  framework‐located  disulphide  bond  linking  the  two  domains  in  addition  to  the  inter‐
domain linker (Almog et al., 1998).  Figure 1.5 is an example of the crystal structure of a scFv. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.5.  Crystal structure of a anti‐CEA scFv MFE‐23.  PDB accession number 1QOK (Boehm et al., 
2000). 
1.2.1.3 Bivalent Recombinant Antibodies 
Bivalent  recombinant  antibodies  fall  under  two  main  categories.    They  may  be  (1)  bivalent‐
monospecific  and  (2)  bivalent‐bispecific  constructs  (Kontermann,  2005).    The  first  type  essentially 
reflects  a molecule with  two  identical  binding  sites.    That  is  each  binding  site  contains  identical 
paratopes recognising identical epitopes on the target molecule in much the same way as a standard 
IgG molecule, inferring an improvement in functional affinity in comparison to a monovalent form of 
the molecule  (Beresford  et  al., 1999).    The  second  type  reflects molecules with  two binding  sites 
containing different paratopes.  It is plausible therefore that these different paratopes may recognise 
different  epitopes  on  the  same  target molecule  or  epitopes  on  completely  different molecules.  
Rather  confusingly,  some  investigators  use  the  term  bi‐paratopic  for  the  case  where  the  two 
different  target epitopes are on  the  same  target molecule.   However, even  in  the  case where  the 
epitopes are on different target proteins, then the bivalent antibody targeting it will still possess two 
different  paratopes.    Thus  the  bi‐paratopic  nomenclature will  not  be  adopted  in  the  rest  of  this 
discussion.      Bivalent  recombinant  antibodies  come  in  three main  forms which  include  diabodies 
(Db), single‐chain diabodies (scDb) and tandem‐scFvs (TaFv) (Figure 1.4).   Other formats of bivalent 
recombinant antibody exist and will also be discussed.   
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Diabodies 
As alluded to above, the length of the inter‐domain linker within a scFv is critical to its correct folding 
allowing association between the VH and VL domains to form the antigen combing site.  It has been 
found that when the inter‐domain linker is between 3 and 12 amino acid residues in length, the VH 
and VL domains cannot correctly fold with each other and so pair with respective VH or VL domains 
on another molecule  forming a 60kDa bivalent Db  (Holliger et al., 1993; Hudson and Kortt, 1999).  
Furthermore,  reducing  the  linker  to  lengths  below  3  residues  leads  to  the  formation  of  90kDa 
triabodies and 120kDa tetrabodies (Atwell et al., 1999).   The multiple binding sites formed through 
the  specific  inter‐molecular VH‐VL domain  associations  all  retain  their  functionality  increasing  the 
overall functional affinity of the resultant molecules (Le Gall et al., 1999).  Bispecific Db molecules are 
expressed bicistronically using two scFvs of different paratopic specificities (A and B) and as such rely 
on  the  domain  swapping  of  two  independent molecules.    As  such  the  two  open  reading  frames 
encode VHA‐linker‐VLB and VHB‐linker‐VLA or VLA‐linker‐VHB and VLB‐linker‐VLA.  An inherent problem 
with  the bicistronic  format  is  that of unwanted  inter‐molecular pairings  resulting  in non‐functional 
homo‐dimeric molecules and aggregates.  Figure 1.6 is an example of a diabody structure. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.6.  The crystal structure of an anti‐CEA diabody.  Consisting of the T84.66 scFv in the VL‐VH 
orientation  with  8  amino  acid  inter‐domain  linkers  facilitating  diabody  formation.    Each  scFv 
molecule denoted by different colours.  PDB accession number 1MOE (Carmichael et al., 2003). 
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Single‐chain diabodies and tandem‐scFvs 
An answer to the problems with diabodies was to create monocistronic scDb.   This  involved  linking 
together  each  of  the  VH‐VL modules with  an  additional  linker.    Formats  include  VHA‐linker1‐VLB‐
linker2‐VHB‐linker3‐VLA  (VH‐VL  orientation)  or  VLA‐linker1‐VHB‐linker2‐VLB‐linker3‐VHA  (VL‐VH 
orientation)  (Kipriyanov et  al., 2003; Kontermann, 2005).    In each  case  linkers 1  and 3,  the  inter‐
domain linkers are around 5 amino acid residues in length in order to cause domain cross‐pairing and 
linker 2 (middle) is around 15 amino acid residues in length.  This middle linker serves to stabilise the 
structure.   TaFv molecules are not  too dissimilar  to scDb molecules but do demonstrate  improved 
flexibility  in many cases  (Mallender et al., 1994; Mallender and Voss, 1994).   Typically, a bispecific 
taFv  consists  of  the  format  of  VHA‐linker1‐VLA‐linker2‐VHB‐linker3‐VLB  (VH‐VL  orientation)  or  VLA‐
linker1‐VHA‐linker2‐VHB‐linker3‐VLB (VL‐VH orientation) (Kipriyanov et al., 2003; Kontermann, 2005).  
In  the  case of  taFvs,  linkers 1  and 3  are  a  length of  around 15  amino  acid  residues which  allows 
correct  folding between  variable domains  that  are directly  adjacent within  the polypeptide  chain.  
Hence taFvs are more akin to simply joining together two scFv molecules.  The inter‐scFv linker tends 
to be of variable  length.   Lengths of up to 63 residues have been reported  (Ren‐Heidenreich et al., 
2004).  It is noted however that middle linker lengths below 13 amino acid residues can lead to the 
formation of tetravalent dimeric molecules (Kipriyanov et al., 1999).   This was shown for scDbs and 
no such studies have been done for taFvs.   The scDb and TaFv formats result  in reduced unwanted 
monomer pairings and exhibit a stabilised final structure mediated by the middle linker (Kontermann 
and Muller, 1999). 
 
Diabodies and scDb have quite commonly been reported to be expressed solubly and are amenable 
to expression  in E.  coli  (Brusselbach et al., 1999; Holliger et al., 1993).   However,  in general,  taFv 
clones  tend  to  form  inclusion  bodies which  require  laborious  denaturation  and  refolding with  a 
resultant small fraction of the construct active (De Jonge et al., 1995).  Although Korn et al did make 
a  head  to  head  comparison  of  the  scDb  and  taFv  format  for  a  given  scFv  pairing  and  found  no 
difference  in soluble expression  levels and  the  taFv molecule was only modestly  less stable  in vivo 
(Korn et  al., 2004).   However,  taFv expression problems have been  circumvented with  the use of 
novel refolding strategies (Kurucz et al., 1995a; Kurucz et al., 1995b), use of eukaryotic hosts (Jost et 
al., 1996),  transgenic plants  (Fischer et al., 1999) and  transgenic animals such as rabbits and cattle 
where very high yields of stable,  intact and  functional  taFv have been  from  the  transgenic animals 
serum (Grosse‐Hovest et al., 2004).  Although scDb clones have been shown to be more stable than 
taFv  clones,  the TaFv  format  is  far more  convenient  in  that  the  scFv modules  can be used  in  the 
format they were in when isolated from a phagemid library and do not require PCR and cloning steps 
to mediate alteration of VH and VL pairings within the bivalent clone.  
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The domain order  in  scDbs and  taFv molecules has been  subject  to  investigations which  found no 
conclusive  generic  results  but  did  find  differences  between  different  domain  orders  in  terms  of 
functionality  (Kipriyanov et al., 2003;  Lu et al., 2004).    In addition  the  length and  compositions of 
linker sequences have also been studied to determine their effect on the structure and functionality 
of the molecule (Le Gall et al., 2004; Volkel et al., 2001).  In constructing a taFv or scDb molecule, an 
investigator would be heavily advised to try several different domain orders as the recipe for success 
is likely to vary case by case.   
 
Other Bivalent Recombinant Antibody Formats 
There are a variety of other alternative formats created to engineer recombinant bivalent antibodies.  
Perhaps one format pre‐dating the db, scDb and taFv are the chemically cross‐linked Fab fragments 
(King  et  al.,  1994) where  chemical  linker  length  and  composition  has  been  the  subject  of  study.  
Other formats include bi‐specific IgG molecules (Carter, 2001) and use of novel dimerisation domains 
such as complementary oligonucleotides (Chaudri et al., 1999), self‐associating peptides (Willuda et 
al.,  2001),  c‐jun  leucine  zippers  (Cocca  et  al.,  1999),  alpha‐helix  domains  (Arndt  et  al.,  2001)  and 
helix‐turn‐helix motifs (Pluckthun and Pack, 1997).  Fusion of constant heavy domains (Muller et al., 
1998) or Fc domains  (Zuo et al., 2000)  to two scFvs also  infers the capacity to dimerise.   The main 
problem with these more flamboyant approaches is that if immunogenicity caused by the use of such 
novel sequences in the context of joining two antibody fragments together.   
 
Application of bivalent recombinant antibodies 
There are very few cases where bivalent recombinant antibodies are used in a monospecific context 
since  this  is  already  achieved  innately with  the  IgG molecule.    Examples  include  a  bivalent,  yet 
monospecific  tandem‐scFv  molecule  against  TNF‐α  (Liu  et  al.,  2008),  TAG‐72  (mucin  epitope) 
(Beresford  et  al.,  1999)  and  Her‐2  (Adams  et  al.,  1998b).    The majority  of  bivalent  recombinant 
antibodies  are  in  fact  used  in bispecific  applications  (Kontermann,  2005).   Within  those bispecific 
applications  dual  antigen  targeting  is  most  commonly  employed,  although  a  minority  of  such 
constructs  recognise different  epitopes on  the  same  target.    This  latter  case will be  addressed  in 
section 1.4.   
 
Bispecific  bivalent  antibodies  then  are  used  in  a  context  such  that  one  binding moiety  targets  a 
disease related protein, quite often tumour associated or tumour specific antigens expressed on the 
tumour  cell  surface,  or  indeed  antigens  associated with  tumour  vasculature.    The  other  binding 
moiety is often used to target an effector molecule such as a toxin or growth factor or an effector cell 
such as a Cytotoxic T‐cell or NK cell.  The key idea is that the bispecific antibody helps direct cancer 
killing capacity to the tumour in a specific manner.    In a review by Kontermann, reports of 18 taFv 
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molecules, 14 Db molecules and 7 scDb molecules were highlighted (Kontermann, 2005).   Amongst 
these, common cancer targets  included CD19  (Kipriyanov et al., 1998), EpCAM  (Ren‐Heidenreich et 
al., 2004), CEA (Korn et al., 2004), Bcl‐1 (Holliger et al., 1996), Her‐2 (Maletz et al., 2001) and Muc‐1 
(Takemura et al., 2002).  The most common effector targets were CD3 (T‐cell recruitment) (Wuest et 
al., 2001) and CD16  (NK cell  recruitment)  (Bruenke et al., 2004).   Others  included C1q  targeting  to 
recruit complement to the cancer site (Kontermann et al., 1997).   
 
Other applications of bispecific antibodies have been to aid specific targeting of viral gene vectors by 
acting as adaptor molecules (Nettelbeck et al., 2004).   Also there  is a report of them being used as 
intrabodies to aid the knocking out of cell surface receptors (Jendreyko et al., 2003; Kontermann and 
Muller, 1999).   There are many reports detailing bivalent recombinant antibodies  in animal studies 
(Kontermann, 2005).   Most of  these  involve  recruiting Cytotoxic T‐cells  to  tumours but have been 
met with limited success as independent therapeutic entities since often co‐stimulation of the T‐cells 
is required to activate them fully (Cochlovius et al., 2000). Although there have been descriptions of 
bivalent recombinant antibodies targeting toxins, it has only been for the purposes of using toxins as 
effectors in killing cancer cells.  An example being a bispecific antibody targeting both ricin toxin and 
CEA  (Robins  et  al.,  1990).    There  have  however  been  no  reports  detailing  bivalent  recombinant 
antibodies of the scDc, taFv or Db type for targeting toxins for the sole purpose of neutralising the 
toxin.   
 
Perhaps one of the biggest successes with bispecific antibodies have been seen with Micromet.  This 
company  invented  the Bispecific T‐cell Engager  (BiTE)  technology  (Cheadle, 2006).   One of  the key 
components of their technology  is a binding moiety specific for CD3 and thus able to recruit T‐cells 
(Figure 1.7).   However  it  is also able to activate the T‐cells without co‐stimulation.   Their first drug, 
MT103, was successful  in primate animal studies practically curing non Hodgkin’s  lymphoma  in the 
subjects tested and  is now  in phase 1 clinical trials  in humans (Brischwein et al., 2007; Dreier et al., 
2002; Schlereth et al., 2006).  No report regarding its success in trials has been published as of yet.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.7.  Application of the Bispecific T‐cell Engager (BiTE) technology.  The BiTE clones are used 
to  re‐direct Cytotoxic T‐cells  to pathogenic  cells  such  as  cancer.   Taken  from  (Wolf  and Baeuerle, 
2002). 
 
1.2.2 Tunable properties and novel characteristics 
A  key  aspect of  antibody  engineering  is  the  ability  to  inter‐change  the  antibody  format  to  create 
pliable antibody derivatives of many sizes.  The properties of whole IgG molecules or these fragments 
can be engineered as desired and sometimes the process of engineering may require  intermediate 
conversion to a smaller format. The optimum characteristics will vary from application to application.  
Modulation of antibody affinity is most relevant to this thesis and is described in details in a separate 
section 1.3. 
 
Pharmacokinetics  is  very  important  in  antibody  therapeutics.    Antibodies  are  administered 
intravenously and as such are characterised by fairly simple pharmacokinetics.  They exhibit an initial 
alpha phase characterised by a rapid exponential reduction in the level of antibody in the blood as it 
distributes  from  the point of  injection  around  the  circulatory  system  and  extravasates  into  tissue 
fluid and organs.  The beta phase is more important as it describes how quickly the levels decrease in 
the blood after this initial distribution.  Full length IgG molecules are able to bind to the neonatal Fc 
receptor via their Fc domain.  This coupled with their large size (150kDa) which exceeds the limit for 
glomerular filtration lends them their long residence time in the circulation of up to two weeks.  They 
are  eliminated  through  degradation  in  the  liver.    This  long  half  life  is  suitable  for  therapeutic 
applications but not for imaging because of a poor contrast due to a high tissue:blood ratio leading to 
high background.    Smaller  antibody  fragments  such  as domain  antibodies  and  scFv molecules  are 
eliminated  far more  rapidly due  to glomerular  filtration and poor  retention  in  tissues  (tumours  for 
example)  due  to  their monovalency  (Table  1.2).   However dimeric  dBs,  scDb  and  taFv  clones  fair 
much better as they are on the cusp of the molecular weight cut off for glomerular filtration.   This 
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coupled with their higher avidity (if monospecific) means that they can rapidly penetrate tumours, be 
retained and undergo rapid clearance minimising potential toxic side‐effects (Kenanova et al., 2005; 
Robinson et al., 2005). 
 
Table 1.2. Beta‐phase serum half‐lives for a selection of antibody formats. 
 
Antibody Format MW (kDa) t(1/2) β (hr)
IgG 150 110
Diabody 55 6
scFv 28 2
V‐domain 15 0.05
 
 
 
 
Antibody  fragments  lack  the  Fc  domain.    Although  this  is  beneficial  in  terms  of  removing  the 
possibility of Fc mediated side‐effects, it does remove the molecules capacity to be prolonged in the 
body  by  the  reticular  endothelial  system.    There  are  many  clever  approaches  for  increasing 
fragmental serum half‐life.  These include polysialylation (Constantinou et al., 2008) which increases 
the hydrodynamic radius of the antibody and thus its apparent molecular weight.  Another approach 
is through PEGylation (Yang et al., 2003) that is attaching polymers of polyethylene glycol which has a 
similar effect to polysialylation but is far more artificial.  PEGylation of domain antibodies can extend 
their serum half life from 30 minutes to 39 hours (Holliger and Hudson, 2005). 
 
There  are many  novel  approaches  toward  antibody  engineering  and  a  discussion  of  them  all  is 
beyond the scope of this  introduction.   The modulation of antibodies existing properties  is  just one 
half of  the  field.   Development of new properties  is another.   This  is seen with  immunoconjugates 
and immunofusions whereby antibodies or antibody fragments are conjugated to toxic payloads such 
as  radionuclides  (radioimmunotherapy)  (Davies,  2007),  photosensitizers  (photodynamic  therapy) 
(Bhatti  et  al., 2008),  toxins  (Chaudhary  et  al., 1989),  cytokines  (Trachsel  et  al., 2007) or  toxigenic 
enzymes (Chen et al., 2001; Kousparou et al., 2002).   
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1.3 Antibody Affinity 
1.3.1 Definitions 
Affinity  is  a  quantitative  measure  of  the  strength  of  an  interaction  between  two  independent 
molecules.    In  terms of macromolecules  like proteins, we consider  the absolute  intrinsic affinity of 
the interaction to be the measurement made when a monomer of one binding partner binds to the 
monomer  of  another.    This  interaction  is  second  order  1:1  binding  and  is  influenced  by  the 
concentration  of  the  individual  components  involved.    Thus  for  a  monovalent  antibody  “Ab” 
interacting with a monovalent antigen “Ag” to form a complex “AbAg” the reaction can be described 
by Equations 1 and 2. 
 
Equation 1: KD = [Ag] x [Ab] / [AgAb] 
 
Equation 2: KA = [AgAb] / [Ag] x [Ab] 
 
Thus KA and KD are  the equilibrium association and dissociation constants  respectively and are  the 
inverse of each other with units of M‐1 and M.  These variables reflect the affinity in a system where 
the individual components are at equilibrium in solution.  The magnitude of the equilibrium constant 
values indicates how good an affinity is.  For antibodies, KD values of between 100nM and 500nM are 
moderate to poor with values less than 10nM being very good and values in the sub‐nM range being 
excellent.   There are reports of affinity matured antibodies against protein targets with KD values  in 
the  low pM  range  (Luginbuhl  et  al.,  2006;  Pini  et  al.,  1998)  and of  scFvs  against haptens with  KD 
values of 48fM (Boder et al., 2000).   
 
We can express the [Ab] and [Ag] in terms of the total antibody [Ab]t, total antigen [Ag]t and complex 
[x] concentrations as shown in Equations 3 and 4: 
 
Equation 3: [Ab] = [Ab]t – [x] 
 
Equation 4: [Ag] = [Ag]t – [x] 
 
Thus If we vary [Ag] while [Ab]t is constant then the KD is defined by Equation 5.  
 
Equation 5: KD = [Ag]([Ab]t – [x])/[x] 
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Equation 6  is a re‐arrangement of Equation 4 and  its  linearization  leads to Equations 7 and 8 which 
are the Scatchard and Klotz equations respectively which can be used to draw linear plots from which 
the KD can be determined. 
 
Equation 6: [x]/[Ab]t = [Ag] 
 
Equation 7: [x]/[Ag] = ([Ab]t – [x])/KD (Scatchard) 
 
Equation 8: [Ab]t/[x] = KD/[Ag] + 1 (Klotz) 
 
Reflecting on the above equations,  it  is evident that  if [Ab]t and [Ag]t are known then experimental 
determination of KD can be executed by precisely measuring the concentration of [Ab], [Ag] or [x]. 
 
The  equilibrium  association  and  dissociation  constants  do  not  impart  an  idea  of  how  rapidly 
complexes  form  or  decay.    At  equilibrium  the  number  of  antibody‐antigen  complexes  forming  is 
constant with time and the number decaying  is constant with time.   The rate of formation  is often 
termed the on‐rate (kon), a second order rate constant which has units of M
‐1s‐1.  The off‐rate (koff), is 
a 1st order rate constant with units of s‐1.   The rate constants can be used to derive the equilibrium 
constants as shown in Equation 9.  
 
Equation 9: KD = koff/kon 
 
A high affinity can be driven by a low off‐rate, high on‐rate or more often a combination of the two.  
Although it is widely accepted that high affinity antibodies are so because of their extremely slow off‐
rate.   This  is often  the case because  it  is often difficult  to  select on  the basis of on‐rate where as 
there  are  a  vast  array  of  approaches  for  engineering  antibodies  with  improved  off‐rates  and 
subsequently selecting  them.   The  rate constants  for an  interaction give us a much clearer  idea of 
how  an  antibody may  behave  therapeutically.    Since  two  antibodies with  the  same  KD may  have 
vastly differing rate constants, it is important to know these parameters since one may want a clone 
with a fast on‐rate for neutralising toxin targets but a slow off‐rate for applications such as ADEPT. 
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1.3.2 Affinity, avidity, complementarity and cooperativity 
An absolutely excellent  review entitled “Affinity, Complementarity, Cooperativity and Specificity  in 
Antibody Recognition”  addresses  in detail  the biophysical  issues  involved  in  antibodies binding  to 
their  antigens  (Greenspan,  2001).    The  discussion  that  follows  is  centred  on  some  of  the  ideas 
discussed within that review 
 
The  intrinsic affinity of an antibody  for  its antigen,  i.e.  the affinity of  the  interaction between one 
paratope  and  one  epitope,  is  influenced  by  many  internal  and  extrinsic  factors  which  include 
complementarity, conformational changes, temperature, pressure, pH, ionic strength and structures 
that may confine the solution dynamics of the antibody (Zimmerman and Minton, 1993).  The affinity 
relates  to  free  energy  changes  and  entropic  values  within  the  system.    Quite  often  the  affinity 
measured using the techniques outlined below may be very different to the affinity exhibited in vivo.  
In addition to some of the extrinsic factors being different, a key influential factor is that of volume 
exclusion (Minton, 1993).  This effect is caused by a high total protein concentration which may be as 
high as 60 to 80mg/ml in blood and as much as 300mg/ml inside cells.  These levels are much higher 
than the protein concentrations present during experimental affinity measurements and they lead to 
an  alteration  in  the  free  energy  changes  associated  with  the  antibody  antigen  interaction.  
Confinement  effects  are  relevant when  the  target  antigen  is  tethered  to  a  cell  surface  and  these 
along with volume exclusion can enhance molecular association.   
 
Complementarity  is defined by  the way  two distinct  entities  fit  together  to  create  a whole.    It  is 
affected by  shape  (Lawrence and Colman, 1993) and electrostatic  complementarity  (McCoy et al., 
1997)  between  the  paratopes  and  epitopes.    Specificity  is  often measured  by  the magnitude  of 
affinity for a particular antigen in comparison to the affinity for a randomly picked non‐target antigen 
and  indicates how selective an antibody  is for a particular target over other targets.   Generally, the 
higher  the affinity difference  for  target and non‐target,  then  the greater we can say  the specificity 
and selectivity  is.   Specificity does however remain a rather subjective area as there  is no definitive 
measurement of it, except perhaps looking at the tumour/target : normal tissue ratio in vivo. 
 
Cooperativity refers to non‐additivity whereby the effect of two interactions may be more (positive) 
or  less  (negative)  than  the  sum  of  the  respective  individual  interactions.    Apparently  many 
investigators within the field of  immunology do not acknowledge this process however; Greenspan 
argues that it is central to molecular recognition and that cooperativity stems even from the point of 
a monovalent  interaction whereby multiple  individual atomic  interactions at  the paratope‐epitope 
interface  provide  energetic  contributions which  influence  other  interactions  present  at  the  same 
interface (Di Cera, 1998; Greenspan, 1992).  It was Weber in 1975 who argued that...... 
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“Internal  protein  interactions  cannot  be  separated  from  protein‐ligand  interactions,  and 
when  more  than  one  ligand  is  bound,  the  modification  of  protein  structure,  makes  it 
impossible for the binding of the  ligands to be  independent  in any rigorous sense” (Weber, 
1975) 
 
Cooperativity  and  conformational  changes  are  intimately  linked.    Conformational  changes  are 
alterations  in  the  tertiary  structural  arrangement  of  a  protein  and  can  hypothetically  range  from 
minor changes to major changes.  It is generally accepted by many that when a protein is bound by 
another macromolecule,  it undergoes conformational changes  (Davies and Cohen, 1996; Rini et al., 
1992; Wilson and Stanfield, 1994).  Thus the general thought is that when multiple ligands bind to a 
protein,  binding  of  one may  cause  conformational  changes  that  hinder  or  compel  binding  of  the 
other. Cooperativity and conformational change have  implications for antibodies when we consider 
both  their  multivalent  nature  and  the  polyclonal  response  in  the  immune  system  where  many 
antibodies are produced against one target. 
 
Multivalent  interactions such as  those seen with  the classical bivalent  IgG molecule have been  the 
subject of much study (Crothers and Metzger, 1972; Jencks, 1981; Karush, 1976).  The binding of one 
arm of the IgG exhibits an  intrinsic affinity but when considering the entire molecule then we must 
consider  functional affinity or avidity.   This  is affected by  the  spatial distribution of paratopes and 
epitopes.    Although  the  intrinsic  affinities  of  the  two  binding  arms will  be  identical,  the  overall 
functional affinity is subject to intramolecular cooperative binding effects.  That is, when the first arm 
binds  to  an  epitope,  it  essentially  tethers  the  second  arm  into  a  defined  local  space  artificially 
increasing the effective concentration of the second antibody binding arm, diminishing any entropic 
penalties of binding and  so  increasing  the affinity of  the second arm binding  to a second  identical 
epitope.  However, if that second epitope is not optimally orientated, then the affinity of the second 
binding arm  is decreased below  its  intrinsic affinity hence reflecting both the cooperative nature of 
binding  for  IgG molecules  and  the dramatic  effect  that  epitope density  can have.    The  functional 
affinity (KD
Obs) has been found to be 104 fold  lower (higher affinity) for IgG molecules and up to 105 
fold lower (higher affinity) for the pentemeric IgM molecule (Greenspan, 2001).  These avidity effects 
have been shown  for recombinant antibody  fragments as well with  improvement  in affinity gained 
for dimeric and tetrameric scFv of 20 and 160‐fold in one study (Rheinnecker et al., 1996). 
 
The affect of  conformational  changes upon  ligand binding by antibodies  come  into play when we 
consider multiple mAbs binding to an antigen (Greenspan and Cooper, 1993).   This was first tested 
experimentally by Oi and Herzenberg in 1979 using two mAbs presumed to bind to separate epitopes 
on  the  target  antigen.   One mAb was  radioactively  labelled.    The  unlabelled mAb was  shown  to 
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enhance the binding of the radiolabelled mAb compared to binding on  its own (Oi and Herzenberg, 
1979).  It was postulated that binding of the first elicited a change in the epitope of the second and 
an  increase  in  intrinsic  affinity  of  the  second  mAb  resulting  in  more  being  bound  at  a  given 
concentration (Heinz et al., 1984; Parham et al., 1986).  It has been noted that such changes may not 
even be visualised as major  changes  in  the  second epitope, but may be  subtle  structural  changes 
mediated through pathways of energetic  linkage, a simple “loosening” or “tightening” of the  ligand 
upon  binding  of  the  first  antibody  (Greenspan,  2001).    Another method  of  cooperative  binding 
between  polyclonal mixtures  of  antibodies  include  cross‐linking  of  two  antigen molecules  by  two 
antibodies of different epitope specificities.  That is, the first antibody binds to its cognate epitope on 
two copies of  the  same antigen,  sterically holding  the antigen  in place  for  the  second antibody  to 
bind to its cognate epitope on both copies of the same antigen molecule (Ehrlich et al., 1982).   
 
In  summary  key  factors  effecting multivalent  interactions  consist  of  (1)  complementarity,  (2)  the 
number of paratopes  that can simultaneously  interact with epitopes,  (3)  the quantity of ways  that 
these interactions can proceed, (4) the spatial distribution of epitopes and (5) geometry and rigidity 
of  the connection between  the paratopes  involved.   These  issues are key  to the work described  in 
this thesis and will be discussed later. 
   
1.3.3 Experimental analysis of antibody affinity 
There are various techniques  for measuring antibody affinity  (Neri et al., 1996a).   Antibody affinity 
can be measured at equilibrium (equilibrium saturation analysis) and is essentially an analysis of the 
ratios of concentrations of the antibody (or antigen) that are free and in complex.  Alternatively, an 
experimental measurement of the rate constants can lead to derivation of the affinity.  
 
Techniques  for  measuring  the  affinity  at  equilibrium  saturation  are  numerous  (Figure  1.8).  
Equilibrium  dialysis  can  be  used  when  the  antigen  is  of  a  low  molecular  weight  (Skerra  and 
Pluckthun, 1988).  The concentration of non‐complexed antigen which equilibrates across the dialysis 
membrane  can be measured by  a  variety of  techniques.    This  technique  can be measured  for  KD 
values as low as 1pM.   
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Figure  1.8.    Equilibrium  saturation  methods  for  affinity  elucidation.        Semi‐saturation  of  an 
antibody with and antigen  indicates  the KD value  (A) and  this concept can be applied  to band‐shift 
assays  (B), competition ELISA  (C), fluorescence quench analysis  (D),  isothermal titration calorimetry 
(E) and chromatographic separation of free and bound antibody (F).  Taken from (Neri et al., 1996a) 
 
Band‐shift analysis consists of an analysis of bound and  free  radio‐labelled antibody on native gels 
(Neri et al., 1996b).    It  is sensitive for KD values down to 10pM but may not be accurate for rapidly 
dissociating complexes.  
 
The  competition  ELISA method  consists  of  a  titration  of  antigen  at  fixed  antibody  concentration 
followed by  indirect ELISA measurement of  the non‐complexed antibody  concentration  (Friguet et 
al., 1985).  This method is around 1000 fold less sensitive than the methods mentioned so far when 
using  chromogenic  substrates  for  detection,  but  can  be  improved with  radioactive  or  fluorescent 
adaptations to the assay.  This method also encounters problems for rapidly dissociating complexes. 
 
Fluorescence quench  analysis measures  the quench  in  antibody  fluorescence upon binding of  the 
antigen  (Foote  and Winter,  1992).    It  requires  no  labelling  but  tends  to  exclude  the  use  of  large 
antigens.    It  can  be  used  to measure  affinities  as  low  as  1nM.    This  approach  also  requires  the 
proteins involved to have intrinsic fluorescence, e.g. Trp/His/Tyr residues. 
 
Isothermal  titration  calorimetry  involves  the measurement  of  free  energy  changes which  can  be 
related  to affinity  (Schwarz et al., 1995).   The antibody  is  titrated at a high  fixed concentration of 
antigen  and  the  procedure  requires  pure  antigen  and  antibody.    It  can  however  only  be  used  to 
measure  affinities  as  low  as  100nM  and  relatively  large  quantities  of  protein  are  required  to  get 
measurable free energy changes.  
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Physical separation of bound and unbound antibody can be mediated by use of chromatography or 
by capture on magnetic beads with subsequent detection by means of fluorescence and radioactivity 
(Nieba et  al., 1996).   The  antibody must be  labelled  and  rapidly dissociating binding partners  can 
cause issues.  It is fairly sensitive able to measure affinities as low as 10pM. 
 
One of  the most widely used  real‐time  interaction  analysis platforms utilises  the phenomenon of 
surface  plasmon  resonance.    Briefly,  this  refers  to  the  total  internal  reflection  of monochromatic 
plane polarised light at the surface of a prism coated with a thin layer of gold film.  The intensity of 
the reflected light has a minimum caused by absorption at a unique angle over a range of angles of 
incident light.  The angle at which energy absorption occurs is dependent on the mass at the surface 
of the chip.   The surface of the chip usually has a carboxymethyldextrtan coat and  it  is possible to 
attach ligands to it.  One may covalently couple an antibody or antigen to the surface and then flow 
over  the  corresponding binding partner  at  a  constant  flow‐rate  (Karlsson  and  Falt, 1997).   As  the 
analyte binds  to  the  immobilised  ligand,  the mass at  the chip surface  increases and  this alters  the 
resonant angle.   This change  in angle  is converted  to arbitrary units of mass which can be plotted 
versus  time  allowing  us  to measure  on‐rates  at  different  analyte  concentrations.    After  analyte 
binding,  one may  flow  buffer  over  the  chip  and measure  the  dissociation  kinetics  of  the  bound 
analyte.   Bimolecular 1:1  interactions  in this system can be modelled by Equation 10.   The BIAcore 
technology can be used to do equilibrium studies also. 
 
Equation 10: dR/dt = konC(Rmax‐R)‐koffR 
 
Where R = the signal observed; Rmax binding signal at ligand saturation; C= a constant reflecting the 
analyte concentration. 
 
Issues arising from the BIAcore analysis platform relate to mass transport effects whereby the flow 
rate is not sufficient to maintain a constant concentration of analyte thus causing deleterious effects 
upon  on‐rate  measurement.    Also  if  the  ligand  density  is  too  high  and/or  the  analyte  is  not 
monomeric, then multivalent interactions can occur and rebinding of dissociated molecules resulting 
in altered binding and dissociation kinetics.  In addition generalised problems of immobilisation in a 
surface which can be applied  to multiple  techniques  include multiple  conformational  forms of  the 
ligand and steric hindrance on  the surface  (Edwards et al., 1995; Friguet et al., 1985; O'Shannessy 
and Winzor, 1996). 
A key point that should be noted, is that measurement of affinity using different techniques can give 
quite different results as much as four orders of magnitude  in difference  (Djavadi‐Ohaniance et al., 
1996; Kaufman and Jain, 1992).   This can be due to multi‐factorial reasons  including  issues with the 
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polyvalency of  antibodies but  also  the ways  that  the  antigen  and  epitopes  are presented  in  each 
assay.  Thus an investigator would be advised to measure affinity using more than one method so as 
to perhaps reduce the possibility of under‐ or over‐estimating it. 
 
1.3.4 The functional relevance of affinity 
If we consider a potent toxin circulating in human serum at a concentration of 10pM.  Administration 
of  a  neutralising  antibody  for  that  toxin,  with  a  KD  of  10nM,  at  a  concentration  of  1nM  would 
theoretically  result  in  a  ratio  of  free  to  neutralised  toxin  of  10:1.    Increasing  the  antibody 
concentration  to  100nM  would  result  in  a  ratio  of  free  to  neutralised  toxin  of  1:10.    These 
estimations are derived from the fact that when the antigen concentration is considerably lower than 
the KD of the neutralising antibody, then the KD can be used to estimate the % of complexed antigen 
for a given antibody concentration.  As can be deduced from this hypothetical situation, the lower an 
antibodies  KD  and  so  the  higher  its  affinity,  the more  efficient  it will  be  at  neutralising  the  toxin 
because a lower concentration of antibody will be required to do so.  This influences the dosage and 
therefore cost of treatment as well. 
 
It has been shown within the realm of toxin targeting that affinity strongly correlates with potency.  A 
panel of scFvs with affinities for anthrax toxin ranging from 63nM down to 0.25nM were shown to 
have respective potencies that exhibited positive correlation with affinity.   The highest affinity scFv 
inferred  the greatest protection  (Maynard et al., 2002).    It has also been  clearly  shown  that  toxin 
neutralisation is effective and independent in vivo with the absence of the Fc domain of the antibody 
(Mabry et al., 2005; Sawada‐Hirai et al., 2004).   The extent of affinity benefits do have an apparent 
limit in some application.  Two papers published by Adams and co‐workers described the generation 
of a panel of mutants of the anti‐HER2 scFv C6.5 exhibiting a range of affinities from 10‐7M to 10‐11 
(Adams et al., 1998a; Adams et al., 2001).  These mutants were tested in a murine tumour xenograft 
model of the SKOV‐3 human ovarian carcinoma cell line.  The results showed that affinities past  
10‐9 M did not improve tumour targeting and lead to the predicted binding site barrier phenomenon 
whereby  the  high  affinity  leads  to  immediate  binding  to  antigen  in  the  periphery  of  the  tumour 
preventing penetration  into  the  tumour.     However  this was  in  the  ‘special  circumstance’ of  solid 
tissue, where  interstitial  tumour  pressure  and  internalising  antigen  factors  reduced  the  antibody 
pool; a very different situation to that of more accessible soluble targets.  
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1.3.5 Affinity Maturation of Antibodies 
Affinity is one of the most common antibody attributes that undergoes engineering for improvement 
(Levin and Weiss, 2006; Wark and Hudson, 2006).   This  is because affinity positively  correlates  so 
strongly with potency (Maynard et al., 2002).  Typically, affinity engineering will take place after the 
antibody or derivative have been isolated and characterised preliminarily.  Quite often, phage display 
is used as a tool to screen the various affinity mutants that may result from the maturation process 
with the aim of  isolating the highest affinity binders.   The key  issues to consider when an antibody 
undergoes in vitro affinity maturation include (1) where within the gene of the antibody to introduce 
mutations, (2) how to facilitate the mutations, (3) how to select the rare higher affinity mutants and 
(4) how to identify them.   
 
Mutations  in  the  antibody  sequence  can  be  implemented  randomly  or  in  a  site‐specific manner.  
Random mutagenesis  requires  to prior  knowledge of  the  antibodies  structure  in  complex with  its 
target and mirrors the approach taken by our own  immune system  in mutating antibodies.   One of 
the most  common  randomised methods  is  that  of  “chain‐shuffling”  (Marks  et  al.,  1992).    In  this 
methodology either  the VH or VL domain  is  fixed and combined with a panel of partner chains  to 
produce a secondary library which is then panned for superior clones.  Error‐prone PCR amplification 
of  the  antibody  insert  region  (Hawkins  et  al.,  1992)  is  another  commonly  used  approach  and 
introduces  errors  at  a  rate  dictated  by  the  fidelity  of  the  polymerase.    Another  method,  DNA 
shuffling,  which  is  often  referred  to  as  the  “Stemmer  method”  (Crameri  et  al.,  1996)  employs 
enzymatic digestion of the original genes to produce a pool of random DNA fragments which can be 
assembled by repeated cycles of denaturation, annealing and extension with polymerase.   Some of 
the  products will  be  full  length  and  act  as  templates  in  a  subsequent  PCR  reaction with  flanking 
primers.   Optional choices regarding  the  fidelity of polymerase used can  influence outcomes  (Zhao 
and Arnold, 1997a; Zhao and Arnold, 1997b).  Propagation of phage in E. coli mutator strains (Low et 
al., 1996) is another method of randomly mutating clones.   
 
Unfortunately randomised approaches have yielded only modest affinity improvements of up to 10‐
fold  for protein  targets  (Hawkins et al., 1992; Schier et al., 1996) although  improvements of up  to 
300‐fold  have  been  observed  for  hapten  targets  (Low  et  al.,  1996; Marks  et  al.,  1992).    Also,  if 
successful, it  is often not possible to identify which residue alterations resulted in the improvement 
due to multiple alterations being present.  In addition, it is not unreasonable to assume that random 
mutations may  increase  the  immunogenicity of  the  clone  and may  result  in poorer  expression or 
stability levels. 
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An entirely different approach  is  to  initiate directed affinity evolution.   That  is,  the  introduction of 
mutations  into  specific  regions  of  the  antibody  sequence.    It  is  generally  accepted  that mutating 
areas within the CDR sequences is likely to produce higher affinity mutants.  This is evidenced also by 
the fact that natural somatic hypermutation of antibodies often leads to changes in the CDR regions 
(Loh et al., 1983; Neuberger and Milstein, 1995).   Generally  speaking  successful mutations  in CDR 
residues  lead  to new contacts with  the antigen or  replace  low affinity and  repulsive contacts with 
more  favourable ones  (Novotny  et  al.,  1989).   Many mutations  act by  repositioning CDRs or  side 
chains of  contact  residues  for optimal  interaction  (Foote and Winter, 1992).   Targeting mutations 
specifically  to  VHCDR3  and  VLCDR3  results  in  the  highest  possibility  of  success.    An  anti‐ErbB2 
antibody  affinity  was  improved  by  1200  fold  (Adams  et  al.,  2001).    Another  group managed  to 
increase the affinity of an anti‐gp120 Fab 420 fold by implementing mutations in parallel in VHCDR1, 
VLCDR1, VHCDR3 and VLCDR3 (Yang et al., 1995).  The separate mutants were screened and the best 
mutations  in  each  CDR  region  combined  into  one  clone  which  resulted  in  the  final  420  fold 
improvement.  The mutations in the CDR3 regions contributed most to the improvement. 
 
More recent examples of affinity maturation  include the directed evolution of an anti‐prion protein 
scFv to an affinity of 1pM (ribosome display selection), the highest published affinity for an antibody‐
protein  interaction  (Luginbuhl  et  al.,  2006).   Affinity maturation of  an  anti‐CEA  scFv with  a  4‐day 
monovalent  dissociation  half‐time  (yeast  display  selections)  (Graff  et  al.,  2004).    Targeted 
mutagenesis  of  residues  in  both  the  heavy  and  light  chains  lead  to  the  generation  of  an  affinity 
matured clone, L19, an antibody specific for the ED‐B domain of fibronectin.  The clone exhibited a KD 
of 54pM (Pini et al., 1998).  Randomised mutagenesis was used to affinity evolve an anti‐testosterone 
scFv to an affinity of 2nM, a 200‐fold improvement (phage display selections) (Persson et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.4 The Chelate Effect and Chelating Recombinant Antibodies 
 
1.4.1 The Experimental History of Chelating Recombinant Antibodies 
In 1995, Neri et al published a paper in the Journal of Molecular Biology that first described Chelating 
Recombinant  Antibodies  (CRAbs)  as  a  type  of  tandem  scFv  clone  (Neri  et  al.,  1995).    It  was 
hypothesised  that  a  bi‐specific  antibody  with  components  cognate  for  two  adjacent  yet  non‐
overlapping  epitopes  on  the  same  monomeric  antigen  molecule,  would  exhibit  a  synergistic 
improvement  in  binding  affinity  compared  to  the  components  alone.    The  rationale  for  this 
hypothesis  was  that  this  chelate  effect  was  already  a  widely  exploited  phenomenon  in  nature 
(discussed  below).    Two  anti‐hen  egg  lysozyme  (HEL)  scFvs, D1.3  (Harper  et  al.,  1987)  and  lower 
affinity  “TF” mutant  of HyHEL‐10  (Lavoie  et  al.,  1992;  Smith‐Gill  et  al.,  1984) were  joined with  a 
hydrophilic  flexible G/S  rich  linker,  the  length of which  (18 amino acids) was modelled using X‐ray 
crystallographic data of each scFv  in complex with  lysozyme (Amit et al., 1986; Padlan et al., 1989).  
The structural data indicated that these two scFvs bound to distinct epitopes (Figure 1.7).  The inter‐
scFv linker length of 18 amino acid residues was chosen since the structural data indicated that this 
would  be  a  sufficient  length  to  allow  both  antibodies  to  bind  simultaneously  to  their  respective 
epitopes.  The CRAb clone was expressed in E.coli, purified and characterised. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  1.9.    Strcuture  of  D1.3  (green)  and  HyHEL‐10  (red)  variable  domains  in  complex  with 
lysozyme (yellow).  This image has been taken directly from Neri et al, 1995.   
 
The group found that the CRAb:HEL complex existed in solution in a true 1:1 bimolecular complex as 
judged by native PAGE analysis.  Affinity and kinetic parameters were measured by several methods 
including  surface  plasmon  resonance  (BIAcore),  ELISA,  bandshift‐gel  retardation  assay  and 
fluorescence quench  titrations.    It was difficult  to measure  the affinity  for HEL by BIAcore, but  the 
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other methods indicated that the Ka value for the anti‐HEL CRAb was between 20x and possibly up to 
100x greater than that of the highest affinity component scFv D1.3.  It was stated that this gain was 
in part due to a slower off‐rate. 
 
The work of Prof. Neri and co‐workers showed  that high affinity antibodies could be created  from 
components that were not necessarily of a particularly high affinity themselves and it was postulated 
that perhaps phage display  could be used  to obtain CRAb  clones of  the highest affinity.   A paper 
published by Dr. Mike Wright  in 2007 describes this  (Wright and Deonarain, 2007).   A small  library 
was  constructed  containing  scFvs D1.3  and  the  lower  affinity  “TF” mutant  of HyHEL‐10  linked  in 
tandem with a range of  inter‐scFv  linker  lengths from 11 to 54 amino acids.   Each  linker  length was 
equally represented in the library and after two subsequent rounds of phage display, the library was 
significantly enriched for clones with inter‐scFv linker lengths of 16, 18 and 21 amino acids in length.  
This optimum  length strongly agreed with the rationalised optimal  length determined by Prof. Neri 
and Co‐workers  for  the same scFv pair.   Hence,  the work of Wright  indicated  that CRAbs with  the 
optimum  linker  length could be selected using phage display circumventing  the need  for structural 
data  of  the  component  scFvs  in  complex  with  their  antigen.    Indeed,  structural  information  of 
antibody‐antigen interactions is not often available and is difficult to obtain. 
 
1.4.2 Mathematical modelling of CRAb binding 
In 2003, Dr. Huan‐Xiang Zhou published a paper in the Journal of Molecular Biology which detailed an 
exposition  of  mathematical  modelling  describing  the  nature  of  the  enhanced  affinity  of  CRAbs, 
extending earlier analyses of the chelate effect in nature (Zhou, 2001).  Figure 1.10 highlights Zhou’s 
view of the binding schematic of CRAbs.  Essentially, he states that two scFvs “A” and “B” as separate 
entities will have association constants of KA and KB. If these scFvs were both untethered and added 
to  the  antigen  simultaneously,  then  they would  bind  to  their  respective  epitopes with  the  same 
association  constants  that  they  would  exhibit  if  they  were  added  individually.    However,  when 
tethered  the  situation  is  postulated  to  change.    Either  A  or  B will  bind  first, with  its  association 
constant unchanged, however, binding of the first scFv alters the association constant of the second 
scFv  which  changes  because  the  binding  is  intramolecular  instead  of  bimolecular.    The  overall 
association constant for the CRAb A‐B would therefore be K=KAxKB
i=KBxKA
i.  However there are some 
key assumptions for this to be true.  The first is that binding of the first scFv is not interfered with by 
the inter‐scFv linker or the second scFv.  Secondly, it assumes that binding of the first scFv does not 
alter  the epitope of  the  second  scFv,  i.e.  the model does not  take account of positive or negative 
cooperativity in binding. 
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Figure 1.10.   Schematic of CRAb binding.   It  is proposed that binding of one CRAb component scFv 
“A” or “B” occurs with affinity of KA or KB respectively and that this binding event mediates binding of 
the second component with an increased affinity of KA
i or KB
i respectively.  Adapted from Zhou, 2003. 
 
Zhou modelled the linker as a worm‐like Gaussian chain and showed that this model could be used to 
predict  the  affinity  enhancement  of  the  CRAb  over  the  affinities  of  the  component  scFvs  by  
multiplying the KAxKBxp(d0).  His model contained several factors but the most important are “r” and 
“L”.   The  former  is  the absolute  linear distance  (in Angstroms) between  the  two component  scFvs 
and  it  is  influenced by L which  is the  length of the  inter‐scFv  linker  in terms of amino acid residues.  
The parameter d0 is the linear distance (in Angstroms) between the two scFvs when they are bound 
to  their  respective  epitopes  and  hence  also  reflects  the  distance  between  the  two  epitopes 
themselves.   Thus p(d0)  is  the probability density  that  r=d0 and  is essentially equal  to  the effective 
concentration (Ceff), the magnitude of which corresponds positively to the overall affinity of binding.  
We can think of this model as a particle  in a sphere (Figure 1.11).   Essentially, the  longer the  inter‐
scFv  linker (residues), the  larger maximum possible value of r and hence once the 1st scFv  is bound, 
the area  in  space  that can be occupied by  the  second  scFv  (modelled by a  sphere)  is greater  thus 
resulting in a lower probability density, effective concentration of the second scFv and hence affinity.  
When the two cognate CRAb epitopes are only a short distance apart (such as adjacent), then d0  is 
small and hence  the L value  for simultaneous binding  is small  leading  to a higher Ceff and hence a 
greater  increase  in affinity.    For epitopes  that are  a  long distance apart,  the optimum  L  value  for 
simultaneous binding  is much greater and so the sphere of occupancy  is greater and so the Ceff and 
affinity enhancement is smaller.  This notion is illustrated in Figure 1.12. 
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Figure 1.11. The particle  in a  sphere hypothesis.   Once one CRAb  scFv  component  is bound,  the 
second tethered by a linker of L residues can occupy any point within the area of a sphere.  r is the 
end to end linear distance between the two scFvs at any point in time and the sphere represents the 
distribution in its possible values.  d0 is the distance between the scFvs when bound to their epitopes 
and hence a reflection of the distance between the epitopes themselves.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  1.12.    Interrelationship  between  epitope  distances,  inter‐scFv  linker  length  and  affinity 
enhancement.    The  effective  concentration  and  hence  affinity  of  binding  is  dependent  on  the 
distance between epitopes and hence between scFvs when both bound (d0) as well as the inter‐scFv 
linker length (L).  For a given d0 the effective concentration rises with increasing L to a maximum at 
which both scFvs are able to bind to their epitope.  At L values beyond the enhancement in effective 
concentration ceases because the sphere of occupancy increases in size. Taken from Zhou (2003). 
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1.4.3 The chelate effect in nature and biotechnology 
There are several examples of natural occurrences of the chelate effect  in biology.   For example, a 
repressor found within bacteriophage binds as a dimer to its operator DNA with a binding affinity of 
108 M‐1 which  is  a 50‐fold  improvement over  the  affinity  in  its monomeric  form  (Koudelka  et  al., 
1987; Wharton and Ptashne, 1987).   A  similar observation was made with  the Oct‐1 POU domain, 
part of another DNA binding protein (Klemm and Pabo, 1996).  Another example is seen with binding 
of the bi‐dentate hirundin protein to thrombin acting as a potent inhibitor (van de Locht et al., 1995).   
 
There are also several examples of the use of the chelate effect in the biotechnology field.  Linked bi‐
functional  inhibitors of both human  coagulation  factor VIIIa  (Lee  et  al., 1997)  and  staphylococcus 
enterotoxin B (Lehnert et al., 2001) have been designed.  Another example includes an inhibitor of IL‐
6 which  is composed of  two of  its natural  receptors gp130 and  IL‐6Rα.   Their  tethering with a G/S 
linker resulted in a molecule demonstrating considerable improvements over the individual receptors 
alone (Ancey et al., 2003).   A bidentate peptide specific for Abelson kinase  is another example and 
this latter case highlighted the importance of the inter‐domain linker length such that the affinity of 
the bivalent peptide was reduced by simply shortening the length by 1 amino acid residue (Cowburn 
et  al.,  1995).    Recently,  the  chelate  effect  has  been  used  in  the  field  of  aptamers  using  two 
therapeutic targets.  Two aptamers (15‐mer and 20‐mer) binding to distinct non overlapping epitopes 
on  thrombin were  joined with  thymine  linkers of variable  length  (Hasegawa et al., 2008).   The  five 
thymine linker led to the greatest affinity improvement with the resulting KD value over 1/10 that of 
the component aptamers.  A similar finding was observed when VEGF was the therapeutic target.     
 
Examples of attempted use of the chelate effect also reside within the field of antibody therapeutics.  
Most  recently,  data  (unpublished)  presented  by  Ablynx  NV  (Belgium)  at  the  IBC’s  18th  Antibody 
Engineering  Conference  (December  2007)  showed  nanobodies  in  CRAb  format.    Nanobodies  are 
single domain antibodies and two of these were linked with a range of linker lengths and expressed 
individually  (Roovers et al., 2007).   Affinities varied with  linker  length with an apparent optimum.  
Other examples in the realm of bivalent antibodies targeting distinct epitopes include a bispecific IgG 
directed against  two domains of human chorionic gonadotrophin  (Cheong et al., 1990), chemically 
cross‐linked  Fabs  recognising different  epitopes on CEA  (Robert  et  al., 1999),  a bispecific diabody 
directed against two different epitopes on VEGF‐2 (Lu et al., 1999), disulphide  linked Fab fragments 
against CEA for imaging purposes (Kim et al., 2005; Kim et al., 2002a) and a tandem‐scFv recognising 
different epitopes on CTLA‐4 (Madrenas et al., 2004).  
 
We must accept that there is overlap between avidity effects and the chelate effect but that they are 
two different  things.   To  re‐iterate  then.   Avidity  is a  functional affinity  (Greenspan, 2001; Karush, 
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1976).  It is only applicable to ligand species that have at least two distinct binding domains.  If those 
two  domains  are  specific  for  the  same  epitope  on  a  target  protein  then  two  things  can  happen.  
Firstly,  either  of  both  binding  domains,  but  not  both  simultaneously,  can  engage  the  target.  
However, because the other binding domain is in the local vicinity, then the concentration of binding 
domains  is  higher  than  if  the  ligand was  simply monovalent.    This  improves  the  binding  affinity 
because if one arm dissociates, the chance of the ligand re‐associating is higher due to its bivalency.  
The second situation is when we have a high density of the target epitope.  This may be due to a high 
concentration  in  solution  of  the  target  protein,  high  density  on  the  cell  surface  if  applicable,  or 
indeed due  to  the  target protein being homo‐oligomeric having many  copies of  the  same domain 
present  in close proximity.    In these cases we would get simultaneous engagement of both binding 
arms  of  our  bivalent  ligand  with  separate  target molecules  or  separate  domains  on  our  target 
molecule.  In the latter event, is this truly chelation?  
 
In  the  case  of  the  chelate  effect,  our  bivalent  ligand  harbours  binding  domains  that  recognise 
distinctly different epitopes on  the  target protein and  simultaneous binding occurs  irrespective of 
epitope  density  and  hence  target  protein  density.    This  is  because  it  is  a  1:1  interaction  and we 
consider the chelating species being 1 molecule binding to 1 molecule of the target protein, not to 2 
molecules.   However,  in order for this to occur the  linker between the two  ligand binding domains 
must be of the optimal length at the very least, the minimal length required to allow both domains to 
bind simultaneously. 
 
There are several possible cases where the definition of a bivalent molecule may lay in the grey area 
between exhibiting traditional avidity binding enhancement and the chelate effect.  For example, one 
may  consider  a bivalent  ligand with binding domains  recognising  separate  epitopes on  the  target 
molecule  but with  an  inadequately  optimised  linker  length.    In  this  case,  although we may  not 
achieve chelation  through simultaneous engagement of  the  two binding domains, we may still see 
binding  improvement  simply  through  the  avidity  effect.    I.e.  that  the  concentration  of  binding 
domains is higher than in the case of a monovalent ligand.  Similarly, we may have a bivalent, mono‐
specific  ligand  that binds  to a homo‐oligomeric  target  through  simultaneous engagement.    In  this 
case the inter‐domain linker may fortuitously be of the optimal length to allow chelation. 
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1.5 Phage Display: Definitions, Application and Library Construction 
 
The late eighties and early nineties saw the dawn of phage display which inspired an array of display 
technologies  during  the  subsequent  two  decades  including  yeast  (Blaise  et  al.,  2004),  ribosome 
(Hanes et al., 2000), bacterial (Bessette et al., 2004), retroviral (Buchholz et al., 2008), covalent‐DNA 
(Bertschinger et al., 2007; Bertschinger and Neri, 2004) and microbead display  (Nord et al., 2003; 
Sepp et al., 2002) amongst other  innovations.   The key concept  in most display technologies  is the 
fact  that genotype  is physically  linked  to phenotype.    In practical  terms  this means  that a binding 
protein, of one of many possible scaffolds,  is often  fused  to a surface protein of a viral particle or 
prokaryotic/eukaryotic cell.  In this sense it is “displayed”.  The gene encoding the fused protein can 
be found within the virus or cell on which it is displayed.  This fact enables the investigator to expose 
a  large,  diverse man‐made  combinatorial  library  of  such  fusions  to  a  target molecule  of  interest, 
isolate specific binders, amplify them via some  form of growth/infective stage and then obtain the 
gene  encoding  those  binding  proteins  thus  allowing  further  characterisation  and  validation  as  a 
biological  therapeutic  or  diagnostic  agent.    The  display  concept  and  approach  to  combinatorial 
selection  is not possible with small molecules.   However, recent developments  in the field of DNA‐
encoded chemical libraries interestingly highlights how libraries of small molecules can be generated 
where  each  molecule  is  tagged  with  a  unique  DNA  “barcode”  allowing  one  to  readily  identify 
interesting binders (Buller et al., 2008; Melkko et al., 2007; Scheuermann et al., 2008). 
 
It  was  only  a  few  years  after  phage  display  and  been  conceived  that  antibody  derivates  were 
displayed on phage.   McCafferty  et al described  the  first  instance of  the display of  antibodies on 
phage (McCafferty et al., 1990) and the enrichment of that phage by exposure to the cognate antigen 
of  that antibody.   Subsequently  this work  led  to  the construction of a combinatorial phage display 
library and its biopanning (Clackson et al., 1991b).  Since this groundbreaking work with scFv clones, 
many more types of antibody derivatives have undergone display including Fab fragments (de Haard 
et al., 1999), single‐chain‐Fab fragments (Hust et al., 2007), bivalent Fab fragments (Lee et al., 2004) 
disulphide  stabilised  scFvs  (Bera  et  al.,  1998),  diabodies  (McGuinness  et  al.,  1996),  tandem‐scFvs 
(Wright and Deonarain, 2007) and single domain antibodies (Holt et al., 2008). 
 
1.5.1 Definitions 
It was  Prof. George  P.  Smith  that  first  put  the  idea  of  phage  display  into  practice  (Smith,  1985).  
Fragments  of  a  gene  coding  for  the  enzyme  EcoR  I  were  fused  to  the  pIII  coat  protein  of  a 
filamentous bacteriophage between the N and C‐terminal domains.   It was found that the phage  in 
question  retained  their  ability  to  infect E.  coli whilst  the  fused enzyme was  still  recognised by  an 
antibody  specific  to  it.    More  importantly,  this  work  demonstrated  that  a  binding  specificity 
phenotype could be linked to the genotype encoding it.  The rest is history. 
 
Out of all the available technologies for displaying proteins and peptides of interest, phage display is 
still the most widely used, especially in the display of antibody derivatives.  The use of phage display 
in this area is expertly reviewed (Bradbury and Marks, 2004a; Hoogenboom, 2005b).  There are many 
types of virus that infect bacteria which could be used in phage display but the most common are the 
non‐lytic  filamentous  bacteriophage  f1, M13  and  fd  (Marvin,  1998;  Paschke,  2006)  (Figure  1.13).  
These ssDNA phage harbour a 6.5kbp genome containing nine genes encoding 11 proteins termed pI 
through pXI.   Proteins pIII and pVI are present at one end of the virus, pVI and pIX at the other and 
pVIII is the major coat protein.  The remaining proteins form the basis of the replication and control 
apparatus.  The pIII coat protein specifically binds to the F‐pilus of E. coli and upon doing so the pilus 
retracts and results in the translocation of the phage genome into the bacterium.  Here the genome 
replicates,  its  genes  are  expressed  and  the phage particle  assembles  at  the  inner membrane  and 
periplasmic  space of E.coli. A  final  stage  in  the assembly process  results  in extrusion of  the phage 
particle  through  the outer membrane  and  into  the medium.    Phage  antibody  libraries have been 
made  utilising most  commonly  pIII  as  a  fusion  partner  (Barbas  et  al.,  1991)  but  there  are  also 
examples of the use of pVI (Hufton et al., 1999), pVII (Gao et al., 1999), pVIII (Felici et al., 1991) and 
pIX (Gao et al., 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.13.  Illustration of filamentous phage structure with reference to coat proteins.  The most 
commonly used coat protein  in the field of antibody phage display  is pIII which has a three domain 
architecture.  Taken from (Paschke, 2006). 
 
Owing to the rapid nature of the phage‐life cycle, high titres of nascent phage accumulate within a 
short time period and these can be easily purified via precipitation with polyethylene glycol polymer.  
Phage particles are innately tough and resistant to extremes of temperature, proteolytic activity and 
pH and  ionic strength.   This makes  them highly  robust and amenable many different experimental 
variations that can be employed during phage display.      
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There are two key types of system that can be used  in phage display.   That of the phage vector or 
phagemid vector  (MacKenzie and To, 1998; O'Connell et al., 2002).   When using  the phage vector 
system,  the protein of  interest  is cloned next  to a phage coat protein on  the phage genome  itself.  
This means that every copy of the phage coat protein in question will display the protein of interest 
on every progeny phage particle.   This also allows for polyvalent display which may be useful  if the 
protein  of  interest  is  of  low  affinity  and  it  therefore  also  ensures  rapid  and  more  successful 
enrichment  of  interesting  clones  from  a  library.    Quite  often  phage  libraries  show  an  increased 
repertoire of diversity.  The key disadvantage of the phage system with regard to antibody selection 
is that clones with a poor intrinsic affinity can be selected and enriched as a result of the polyvalency 
and the system generally suffers from low titres of phage. 
 
Phagemid  libraries are by far the commonest option chosen by  investigators using phage display to 
select  antibodies  from  combinatorial  libraries.    Essentially,  the  protein  of  interest  is  fused  to  the 
phage coat protein  in a vector with all other phage components absent  (Barbas et al., 1991).   The 
protein  of  interest  and  coat  protein  genes  are  often  separated  by  an  amber  stop  codon  and  the 
vector contains an origin of replication for E. coli and a phage packaging signal.    In this system, the 
phagemid vector is transformed into E coli and which is then super‐infected with helper phage which 
supply all the genes required to produce functional phage particles.  Due to a mutation in the helper 
phage genome packaging signal, the phagemid vector  is preferentially packaged  into nascent phage 
particles.    In  this  particular  system wild  type  coat  proteins  compete with  the  fusion  proteins  for 
incorporation  into  the  nascent  phage.    This  typically  results  in  only  1  to  10%  of  phage  particles 
displaying the protein of  interest  (Russel et al., 2004).    In the case of pIII  fusions, only 1 of the 3‐5 
copies of the pIII protein will be the fusion form within the maximum displaying population of 10%.  
This does however ensure monovalent display and thus  improves the chances of  isolating antibody 
clones with  a  high  intrinsic  affinity.    Another  key  advantage  of  the  phagemid  system  is  that  the 
expression  can be  switched  from  fusion  to antibody only expression without  the need  for  further 
cloning.  This is facilitated by the amber stop codon separating the protein of interest and the phage 
coat protein, which allows read through  in amber suppressor strains of E. coli such as XL1‐Blue and 
TG1 (McCafferty et al., 1994). 
 
One of the main problems in phagemid systems is the considerably lower display level compared to 
phage  vector  systems  which  can  limit  the  functional  library  sizes  and  hence  diversity.    Several 
attempts  at  resolving  this have  led  to  the  creation of  various helper phage  variants  including  the 
“hyperphage” which has a  full deletion of  the helper phage pIII gene.    In  this case, progeny phage 
resulting from phagemid expression can only incorporate pIII fused to the protein of interest (Rondot 
et al., 2001). There are also other variants on this theme with pIII mutations (Duenas and Borrebaeck, 
1995),  partial  deletions  (Kramer  et  al.,  2003),  and  introduction  of  amber  codons  into  the  helper 
phage (Baek et al., 2002).  The problem with these systems is the time consuming phase of producing 
the helper phage themselves since their pIII proteins must be supplied in trans from copies in the E. 
coli genome.   There are even now examples of phagemid  systems which  require no helper phage 
(Chasteen et al., 2006).   This  is facilitated by cloning all the necessary phage component genes  into 
the E coli genome and then transforming with the phagemid library.  This latter development can be 
tailored  to polyvalent or monovalent display by omitting or  including  the  coat protein  in question 
into the E. coli genome.   
 
1.5.2 Phage display: a cycle of critical events 
The  construction  and  nature  of  phage  display  libraries  will  be  discussed  in  section  1.5.3  and 
represents  an  important  step  toward  successfully  isolating  specific  high  affinity  clones  against  an 
antigen of  interest.   A good quality  library should theoretically result  in good quality output clones 
after  phage  display.    However  the  way  that  phage  display  is  conducted  and  the  choices made 
regarding  the  multiple  variables  involved  can  significantly  alter  the  outcome  of  phage  display 
selections.  The various parameters involved will now be discussed.   Figure 1.14 highlights the cycle 
of events involved in phage display. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  1.14.    Illustration  of  the  cycle  of  events  involved  in  phage  display.    The  antibody  phage 
library  is  incubated with the antigen and the unbound phage‐antibodies washed away.   The bound 
phage are eluted, amplified through infection of E. coli and the process is repeated to enrich for high 
affinity specific clones against the antigen of interest.  Although a solid support is used here, solution 
display and capture techniques can also be utilised. 
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Antigen Utility 
The quality and state of the target antigen  is of paramount  importance  in successful phage display.  
Earlier work  in  the  field utilised direct antigen  immobilisation onto microtitre plates  (Marks et al., 
1991).    However,  it  is  generally  accepted  that  this  can  lead  to  antigen  denaturation with  some 
epitopes  lost  and  new  artificial  ones  introduced.    Solution  capture  phage  display  is  far  more 
preferable  (Hawkins et al., 1992).   This most commonly uses biotinylated antigen or a biotinylated 
IgG antibody specific for the target antigen (Sawyer et al., 1997).  The antigen is incubated with the 
phage‐antibody library and then isolated using paramagnetic beads coupled to avidin along with any 
bound phage.  In solution capture phage display the antigen concentration can be manipulated much 
more carefully with  finer control.   The antigen can also be presented  in a multitude of other ways 
including  in  the context of blots where the purified antigen  (Cabilly et al., 1998) or a  lysate  from a 
diseased  tissue or  cell  sample which has been  subjected  to 2D electrophoretic proteomic analysis 
and transfer to nitrocellulose (Liu et al., 2002).   
 
Antigens  can  also  be  presented  in  contexts  more  similar  to  their  innate  environment.    These 
approaches  include  the use of  tissue sections such as  lung endothelial  luminal plasma membranes 
(Valadon et al., 2006) or cells in tissue culture such as MUC‐1 expressing tumour cells expressing the 
antigen on their surface (Wong et al., 2001).  There are even examples of phage display experiments 
being conducted in vivo (Johns et al., 2000) to target thymic localised antigens.  It is also possible to 
enrich for phage‐antibodies that bind to specific epitopes on the target antigen.  This can be achieved 
by  blocking  non‐interesting  epitopes  with  other  antibodies  (Ditzel  et  al.,  1995),  by  using  short 
fragments of antigen which  contain  the desired  target epitope  (Kim et al., 2008a) or by using  the 
wild‐type antigen  in conjunction with a similar form that  lacks the epitope of  interest.   This mutant 
can be used to pre‐deplete the library of binders to non‐target epitopes (Parsons et al., 1996). 
 
Selection Approaches 
After derivation of the appropriate conditions for presenting the target antigen, a selection strategy 
is devised.  This is the period during a phage display experiment when the phage library is incubated 
with the antigen and there are several important variables which include the length of binding time, 
pH  and  ionic  strength,  temperature  ,  antigen  concentration  (for  solution  capture),  whether  the 
selections  are  thermodynamic  or  off‐rate  biased  and  the  stringency  of  washes  used.    It  is  also 
important  to avoid system binders which are clones which bind  to non‐target components such as 
the  magnetic  beads,  avidin  or  blocking  proteins.    Subtractive  panning  can  circumvent  this  by 
depleting the library of such binders prior to the first target antigen round and/or in between target 
antigen rounds.    
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Typically during  the  first round of phage display selections, antigen concentration  is higher  than  in 
subsequent rounds and the washes  less stringent (Schier and Marks, 1996).   This  is because at that 
stage, each  individual member of  the  library may only be  represented at a  low  level.   Thus  these 
conditions ensure  that most specific clones are captured  regardless of affinity.   By  then  increasing 
wash  stringency and  lowering  the antigen  concentration  in  subsequent  rounds,  the higher affinity 
clones are enriched since they outcompete for binding to the limiting antigen and essentially survive 
the  harsher  washing  conditions.    Such  selections  are  called  thermodynamic  selections  since  the 
binding of all clones reaches equilibrium over a given time at a particular temperature.  However in 
the  case  of  solution  capture,  after  the  initial  phage  and  antigen  incubation,  the  solution  can  be 
spiked with an excess of unlabelled antigen  for an extended period of  time  (Hawkins et al., 1992).  
This sequests any phage‐antibodies  that dissociate  from  the  labelled antigen within  the given  time 
period  thus  biasing  the  selections  toward  clones with  a  slow  off‐rate.    As well  as  affinity,  other 
qualities can be enriched for  in output clones through alteration of selection conditions.   Selections 
at  higher  temperatures  and  under  denaturing  conditions  can  actually  favour  more 
thermodynamically stable clones (Brockmann et al., 2005; Jung et al., 1999b).   
 
At  the  same  time  as  enriching  for  specific binders with  certain  characteristics,  investigators using 
phage display need  to prevent enrichment and  reduce  the  levels of system binding clones.    In  the 
case of using solution capture, one may wish to expose the phage library to the paramagnetic beds 
and blocking solution alone prior to introducing antigen into the system thus reducing levels of non‐
specific  binders  (Bradbury  and Marks,  2004b).    In  the  case  of  selections  on  cell  lines  expressing 
particular antigens, one may want to select initially using a cell line that is closely related but devoid 
of  the  target  antigen  such  that  the  library  is  depleted  of  phage‐antibodies  specific  for  other  cell 
surface proteins (Popkov et al., 2004; Tur et al., 2003).  Another common approach is to alternate the 
antigen  presentation  strategy  with  each  iterative  round  of  display  so  that  system  components 
change  (Lu  and  Sloan,  1999).    An  interesting  approach  to  minimising  background  and  aiding 
enrichment  is  the  selectively  infective  phage  technology.    This  utilises  phage  pIII  fusions  to  the 
protein  of  interest whereby  the  pIII  domain  required  for  binding  to  the  E.  coli  F‐pilus  is  deleted.  
Instead, it is present on the target antigen and so only phage that bind to the target antigen restore 
their  ability  to  infect  phage  and  amplify  their  genome  containing  the  gene  encoding  the  ligating 
antibody (Hennecke et al., 1998; Jung et al., 1999a). 
 
Elution and iteration strategies 
Once  phage‐antibodies  have  been  incubated  with  the  target  antigen  and  the  unbound  phage 
removed  through washing,  the  bound  phages  are  eluted  using  any  one  of  a  number  of  possible 
methods.  This includes alterations in pH using glycine based or TEA buffers (Griffiths et al., 1993), by 
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eluting with excess antigen (Clackson et al., 1991a), or by way of proteolytic or chemical cleavage at a 
point between the coat protein and the antibody fragment (Goletz et al., 2002; Rothe et al., 2008) or 
between the biotin molecule and the antigen .  In either case, appropriate protease recognition sites 
or coupling chemistries must be used such as use of thiol chemistry  in the biotinylation of antigen.  
The  linkage  is thus broken with reducing conditions (Bradbury and Marks, 2004b).   Another way of 
isolating  bound  phage  actually  circumvents  elution.    E.  coli  can  be  added  directly  to  the  isolated 
phage‐antibody‐antigen‐bead complex  (Wind et al., 1997).    In any case, one can  improve  the  total 
diversity  of  output  phage  by  using  a  variety  of  elution  strategies  in  parallel  (Lunder  et  al.,  2005; 
Persson et al., 2008). 
 
Once  eluted  from  the  antigen,  the  output  phages  are  used  to  infect  E.  coli  which  results  in  an 
amplification of the output phage and therefore an increase in their representation within the phage 
pool.  The amplified output phage can be used in another round of phage display.  Quite often 4 or 5 
rounds of phage display are sufficient for sufficient enrichment of high affinity antigen‐specific clones 
although this can vary depending on the nature of the starting library (see below). 
 
Screening 
Screening  of  output  clones  may  occur  at  various  stages  of  phage  display.    Certainly,  newly‐
constructed  libraries  must  be  screened  prior  to  their  use  in  order  to  determine  their  quality.  
Subsequently, output from each round of phage display would be analysed to assess diversity and to 
identify  clones  of  interest  to  carry  forward  in  developing  as  diagnostic,  therapeutic  or  tools  of 
scientific investigations.  Screening of antibody clones would typically consist of phage‐ELISA to check 
for antigen specificity followed by soluble‐ELISA using material produced  in a non‐suppressor strain 
to  check  functional  expression  levels  and  for  presence  of  TAG  codons  in  the  antibody  fragment 
coding sequence  (Griffiths et al., 1993). Subsequently clones may be subject  to RFLP  fingerprinting 
using BstN  I.   Sequences  recognised by  this enzyme occur  frequently  in antibody variable domains 
and so different digest patterns between clones  indicate potential diversity although  false positive 
and false negative differences are possible.  
 
Once a diverse  set of clones has been  identified  for  further analysis,  these may  subjected  to DNA 
sequencing which provides  information on  the  integrity of  the clone and  its germline designations 
and  level of affinity maturation  (Griffiths et al., 1993).   This may be  followed by off‐rate screening 
using crude preparation of expressed antibody fragment in the context of surface plasmon resonance 
(Nielsen and Marks, 2004).  Generally clones with a slow off‐rate are likely to be of a higher affinity.  
Another  interesting  screening  approach  is  to  use  high  throughput  screening  against  tissue 
microarrays (Warford et al., 2004) allowing the identification of clones which bind in situ.   After the 
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preliminary screening stages, clones are then fully characterised both functionally and biophysically 
to assess their potential use in the intended application.  Inevitably, phage display will result in lead 
clones  that  require  further  optimisation  through  antibody  engineering  to  improve  various 
parameters.  Quite often phage display will be used in this process. 
 
1.5.3 Antibody Display Libraries 
There are hundreds of examples of antibody libraries and some excellent reviews highlighting many 
of them (Benhar, 2007; Bradbury and Marks, 2004a; Hoogenboom, 2005a; Mondon et al., 2008).  The 
vast  majority  of  antibody  libraries  have  been  produced  for  use  in  filamentous  phage  display 
selections using phagemid vectors.   The most common fusion protein has been phage coat protein 
pIII and the most common format is the scFv (Clackson et al., 1991b) although some successful Fab’ 
libraries have been created (de Haard et al., 1999).  The decreased popularity of the Fab’ is owed to 
the fact that they are more difficult to assemble on phage, exhibit increased degradation, decreased 
soluble yields and increased DNA instability within the library due to the larger insert size compared 
to scFvs.  Although recent display of single‐chain Fab fragments may change that (Hust et al., 2007).  
The most common phagemid vectors are based on one of the earliest used vectors, pHEN1 (Marks et 
al., 1991).  Another, which evolved from pHEN1, was the pCANTAB6 vector (McCafferty et al., 1994) 
bears the gene‐3 leader sequence in place of pelB although this is very similar and still directs to the 
periplasmic  space.    It also has a His‐tag  in addition  to  the  c‐myc  tag  that pHEN1 has and was  the 
vector used  to  create  the Vaughn  scFv  library  from which  scFvs used  in  this  thesis were  selected 
(Vaughan et al., 1996). 
 
A  library  is defined by whether  it  is an  immunised  library or a naive  library.   Other parameters that 
define an antibody  library are  its size,  its theoretical diversity and  its functional diversity  (Bradbury 
and Marks, 2004b).   The V‐gene diversity present  in  immunised  libraries  is  sourced  from humans 
(Barbas et al., 1991; Williamson et al., 1993; Zebedee et al., 1992) or mice (Ames et al., 1994; Ames 
et al., 1995; Orum et al., 1993) that have been  immunised against an antigen of  interest.   As such, 
target specific enrichment and affinity maturation has occurred  in vivo.   From such  libraries, higher 
affinity antibodies can be isolated than would be from a naive library of the same size.  It is also still 
possible to isolate antibodies from immunised libraries that are specific for antigens not used in the 
immunisation  (Williamson  et  al.,  1993).    There  are  also  focussed  immune  libraries  whereby  the 
antibody  genes  are  isolated  from  cells within  cancer  tissue  for  example where  the  likelihood  of 
finding disease specific antibodies is higher (Pavoni et al., 2007).  Although human immune libraries 
are preferable it is not always possible to obtain them due to the ethics of immunising humans and 
availability of donors. 
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Naive  libraries  contain V‐region diversity obtained  from unimmunised human  re‐arranged V‐genes 
(de Haard et al., 1999; Marks et al., 1991; Sblattero and Bradbury, 2000; Sheets et al., 1998; Vaughan 
et al., 1996).   The affinity of clones  isolated  from a naive  library  is proportional  to  the  size of  the 
library with clones exhibiting KD values of around 10
‐7 M‐1 (Marks et al., 1991) for small libraries and 
as low as 10‐9 M‐1 for larger libraries (Vaughan et al., 1996).  Libraries as large as 3x1011 clones have 
been reported (Sblattero and Bradbury, 2000).    Naive V‐region diversity is often a template for the 
creation of semi or fully synthetic libraries which may contain partially or fully synthetic CDR regions 
(de Kruif et al., 1995; Griffiths et al., 1994; Knappik et al., 2000; Nissim et al., 1994).   
 
Constructing a library 
Constructing  an  antibody  library  is  facilitated  in  several  key  steps  (Bradbury  and Marks,  2004b).  
Firstly,  total RNA  is  obtained  from  the  source  (see  next  sub‐section).    It  is  used  to  generate  first 
strand cDNA.  The cDNA is then used to as a template in PCR using a pool of primers which amplify 
the V‐region antibody genes.  The amplified product is used to then create the scFv gene repertoire 
which  includes  the  introduction of an  inter‐domain  linker.   The  repertoire  is  then  cloned  into  the 
phagemid vector to create the final  library.   There are examples of the natural VH‐VL pairing being 
maintained but often the protocols outlined here are used which result in separation of those natural 
pairings  (Chapal et al., 1997; Meijer et al., 2006).   This does not necessarily mean  that  the natural 
pairings are not restored in the final library.  The introduction of new pairings increase diversity and 
likelihood of finding antibodies to self‐antigens. 
 
Source 
The V‐region  sequences  are  obtained  from  B  lymphocytes.    These  lymphocytes may  be  obtained 
from various regions  including peripheral blood, spleen, tonsils and bone marrow.   Generally, naive 
sequences will be derived  from B‐cells which are expressing the  IgM  isotype of antibody  (Sblattero 
and Bradbury, 2000) and sequences that have been modified in response to antigen through somatic 
hypermutation  and  other  natural  affinity  maturation  stages  are  generally  isolated  from  B‐cells 
expressing  the  IgG  isotype  (Vaughan  et  al.,  1996).    Once  the  total  RNA  extracted  from  the 
lymphocytes has been isolated and converted to cDNA, primers are used to amplify from the 5’ end 
of the V‐genes and either the 3’ end of the J‐genes or 5’ end of the CL or CH1 genes (Orlandi et al., 
1989).   Due  to  the  sequence conservation across antibody variable  regions, particularly within  the 
framework segments, a relatively small pool of primers can be used which will recognise most, but 
not all, germline families (Marks et al., 1991; Sblattero and Bradbury, 2000; Sheets et al., 1998).    It 
should  be  noted  that  biases  can  be  introduced  based  on  the  primers  used.    For  example,  the 
amplified genes can be restricted to a sub‐set that express well in bacteria without detriment to the 
ability to obtain specific binders against the antigen of interest (Knappik et al., 2000). 
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Construction Method 
There are three main methods in constructing a scFv library.  The VH and VL genes amplified from the 
first strand cDNA can be joined by PCR assembly, sequential cloning, or recombination.   
 
PCR based assembly can involve the splicing of two or three fragments (Clackson et al., 1991b; Marks 
et al., 1991).  In the case of two fragments, separate primer pairs are used to amplify the VH and VL 
genes.   Primer overlap  in  the  linker  region  facilitates a  subsequent PCR  splicing  step  to create  the 
final scFv product.   However, this method  is not compatible with the repetitive nature of the (G4S)3 
linker.  Therefore the three‐fragment method can be used for this.  Essentially, the linker is prepared 
separately using PCR and a previously cloned scFv as a template.  The linker region is amplified with 
5’ and 3’ primers which have 24nt overhangs with complementarity to all the possible JH, Vκ and Vλ 
genes.   The amplified VH, VL and  linker regions are then spliced together  in a PCR reaction without 
primers and then amplified with flanking primers to anneal restriction sites for cloning.  In the case of 
both two and three fragment assembly, the scFv genes are digested and  ligated  into the phagemid 
vector  in frame and adjacent to the phage coat protein pIII.   It was noted that this method may be 
easier practically  if separate VH and VL  libraries are  first made and reamplified  to create assembly 
fragments (Bradbury and Marks, 2004b). 
 
Sequential cloning defines the separate  ligation of VH and VL genes sequentially  into the phagemid 
vector (Loset et al., 2005; Schofield et al., 2007).   The VH and VL genes used may be  in the primary 
PCR product  form or amplification product from precloned VH and VL  libraries amplified by PCR or 
isolated with  restriction  enzymes.    The  recombination method  has  been  attempted  by with  scFv 
fragments  (Sblattero  and  Bradbury,  2000)  and  essentially  often  involves  the  use  of  homologous 
recombination mediated by Cre‐LoxP  sites  from  the P1 bacteriophage.    In  a  report by Griffiths  in 
1994, VL‐CL chains were cloned  into a phage vector and the resultant phage used to  infect bacteria 
already transformed with a vector containing the VH‐CH1 chain.   A secondary  infection with phage 
P1` which supplied Cre recombinase then initiates the recombination event which results in transfer 
of the VH‐CH1 into the phagemid vector to create full length Fab’ genes (Griffiths et al., 1994). 
 
Synthetic Libraries 
Synthetic  or  semi‐synthetic  libraries  tend  to  yield  lower  affinity  antibodies  when  compared  to 
libraries containing natural sequences, on a same size comparative basis.  This is because some CDR 
sequences introduced by the synthetic route may not be compatible with the overall scFv structure.  
The  synthetic  approach  combines  donor  derived  and  synthetic  region  of  diversity  (Barbas  et  al., 
1992).   The synthetic nature of the sequence may exhibit frame‐shifts and stop codons at a higher 
rate  than natural sequences.   Although  this  latter problem has been circumvented  in  recent  times 
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with the use of trinucleotides (Knappik et al., 2000) rather than single bases when constructing the 
genes.   When  the antibody variable  regions are amplified  from during acquisition  from  the source 
material, long primers containing partially or semi‐synthetic CDR3 and framework 4 regions are used 
to create the library (Griffiths et al., 1994; Hoogenboom and Winter, 1992; Knappik et al., 2000).  The 
use of NNS codons is frequently employed to randomly introduce residues and the length of the CDR 
can be controlled based on the oligonucletide used.     
 
An early example of a semi‐synthetic library is the Nissim library which contained differential length 
and  sequence  diversity  within  CDR3.    Essentially  4  to  12  residues  of  randomised  sequence  was 
flanked by natural sequence (Nissim et al., 1994).  Another example was a library published by Pini et 
al which used a single VH and VK domain  frameowrk with 4 randomised residues within  the CDR3 
regions  (Pini et al., 1998).   They only  introduced diversity  into VHCDR3 residues 96‐98 and VLCDR3 
residues  91,  93,  94  and  96  since  these  were  central  residues  on  the  antigen  combining  site  as 
identified using structural data.  Desiderio et al built a library on a single scFv scaffold that was shown 
to be of high thermodynamic stability and functionally expressed in the reducing environment of the 
bacterial cytosol  (Desiderio et al., 2001).   Four amino acid  residues of  the VH and VLCDR3  regions 
were mutated to produce a repertoire of 5x107 clones.  A more commercial library from Dyax (Hoet 
et al., 2005) was a large commercial semi‐synthetic semi‐immune library with a single framework but 
CDR3 regions from donor B‐cells and synthetic CDR1 and 2 regions. 
 
Perhaps one of  the biggest  successes are  the  fully  synthetic HuCAL and HuCAL‐Gold  libraries  from 
Morphosys (Knappik et al., 2000; Krebs et al., 2001; Rauchenberger et al., 2003; Rothe et al., 2008).  
The HuCAL libraries utilised 7 germline VH and 7 germline VL (4 VK and 3VL).  The CDR3 of all master 
genes was replaced with a fully synthetic CDR3 region constructed from mixed trinucleotides biased 
toward the natural amino acid repertoire of human CDR3.   Several  low and sub‐namomolar clones 
were  isolated from this  library.   A second  library called HuCAL gold was also modular but with all 6 
CDR  regions diversified with amino acid  frequencies and  loop  lengths maintained  innately human.  
These  libraries  really  show  how  useful  the  semi  or  fully  synthetic  route  can  be  since  increased 
diversity  can  be  introduced  and  antibodies  of  high  affinity  can  be  isolated without  the  need  for 
immunisation.   
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1.6 Anti‐toxin antibodies 
 
There are a wealth of examples of monoclonal antibodies in multiple formats, including IgG, Fab and 
scFv raised against various toxins including the plant derived ricin toxin (Robins et al., 1990), scorpion 
toxin Cn2 (Juarez‐Gonzalez et al., 2005) in addition to many bacterial toxins including the Shiga toxin 
of Escherichia coli (Krautz‐Peterson et al., 2008), Toxin A of Clostridium difficile (Taylor et al., 2008), 
Exotoxin  A  of  Pseudomonas  aeruginosa  (Shang  et  al.,  1996)  and  the  exotoxin  of  Burkholderia 
pseudomallei  (Su et al., 2003) amongst many others.   However, the most extensive work regarding 
anti‐toxin antibodies,  in  terms of  the mechanistic nature of  the antibody  response has been done 
with anthrax  toxin and botulinum  toxins produced by Bacillus anthracis and Clostridium botulinum 
respectively. 
 
Work  by  Marks  et  al  has  contributed  significantly  to  the  field  of  anti‐toxin  antibodies,  using 
botulinum toxin.  This toxin bears high sequence homology and topological/structural similarity with 
tetanus toxin harbouring a 50kDa Light Chain (Enzymatic) and 100kDa Heavy Chain composed of a C‐
terminal  sub‐domain  (Hc)  responsible  for  neurone  binding  and  uptake  and  so  much  of  Marks’ 
findings can be applied  to  the  tetanus  system  (Lalli et al., 2003a).   A  range of antibody  fragments 
recognising  both  overlapping  and  distinct  epitopes  on  the  Hc  domain  of  botulinum  toxin  were 
isolated  using  phage  display  from  both  murine  and  human  immune  and  non‐immune  libraries 
(Amersdorfer  et  al.,  1997;  Amersdorfer  et  al.,  2002).    There  were  3  groups  of  non‐overlapping 
epitopes  recognised  (Marks,  2004).    Interesting  findings  that  ensued  from  this  work  found  that 
combinations of 2 or 3 scFvs  from groups recognising different epitopes on Hc,  led to a synergistic 
increase in in vivo potency (Nowakowski et al., 2002) compared to each clone alone.  Investigations 
into the mechanism of this found that  it was due to an  increase  in functional affinity of 200‐fold  in 
comparison  to  the  highest  intrinsic  affinity  present.    Marks  proposed  that  this  was  due  to 
conformational changes or complex circularisation leading to positive cooperativity, concepts alluded 
to  by  Greenspan  (Greenspan,  2001;  Greenspan  and  Cooper,  1993).    Another  important  piece  of 
evidence generated within the Mark’s research group was that the affinity of a neutralising antibody 
to botulinum toxin was more important in determining the magnitude of its potency then the actual 
epitope targeted (Levy et al., 2007; Marks, 2004).  These conclusions were drawn due to the fact they 
isolated antibodies that bind to the HcN sub‐domain of botulinum Hc that prevent neurone binding 
despite the fact they do not bind or interfere with the ganglioside binding region located in the HcC 
sub‐domain.    Marks  observations  that  higher  affinity  translate  to  higher  potency  concur  with 
Maynards’ findings with anthrax toxin (Maynard et al., 2002) and also support the ideas of this thesis. 
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In other cases the epitope targeted has been  important for neutralisation to occur efficiently.   This 
has  been  shown when  targeting  Her2  (Kim  et  al.,  2002b),  EGFR  (Modjtahedi  et  al.,  2003),  CD20 
(Polyak and Deans, 2002) and VEGF  (Achen et al., 2000)  in cancer  therapy development and when 
targeting  HIV  (Alsmadi  and  Tilley,  1998).    It  may  therefore  be  the  case  that  epitopes  are  less 
important when targeting toxins rather than other target types.   For example  it may be considered 
easier to sterically block a toxin than to block the function of a whole cell via a receptor. 
 
Perhaps extremely relevant to this thesis are examples of antibodies that have been used to study 
the biology of  tetanus  toxin  for decades  (Kenimer et al., 1983).   There  is a wealth of publications 
detailing monoclonal  IgG  antibodies generated against  tetanus.    In all  cases,  the whole  functional 
toxin or  toxoid has been used  as  the  antigenic material  (Ahnert‐Hilger et  al., 1983; Kozbor et  al., 
1982).     Noteworthy work details  the use of a panel of mAb  IgG molecules binding  to 20 different 
epitopes on the whole toxin and they demonstrated a synergism in functional affinity when mixtures 
were assayed  together  (Volk et al., 1984).   A  similar observation was made with  two mAbs when 
using the Heavy chain only (Chin et al., 2003; Ziegler‐Heitbrock et al., 1986).  In terms of recombinant 
fragments there are several examples of both scFvs and Fab fragments being produced against the 
whole tetanus toxin or toxoid.  In most cases these were produced during control experiments used 
to  validate new  technology  including hyperphage  (Rondot  et  al., 2001),  a new display  technology 
called covalent antibody display (Reiersen et al., 2005) and a novel screening assay for phage display 
analysis (Mersmann et al., 1998).  Although those three examples represented scFv format,  the most 
common format was Fab (Chassagne et al., 2004; Esposito et al., 1994; Faber et al., 1998; Lafaye et 
al., 1995).  There are few reports of antibody research utilising the Hc domain of tetanus toxin only.  
Fitsimmons work  investigated 13 monoclonal  IgG antibodies  recognising  the Hc domain of  tetanus 
toxin,  in the context of the tetanus toxoid  (Fitzsimmons et al., 2000).   The panel of antibodies was 
found to bind to 5 different epitopes, 2 overlapping.   With the exception of one antibody, all were 
shown  to  reduce  ganglioside  binding  of  the  toxin  to  different  extents.    Interestingly  the  other 
antibody  actually  caused  an  increase  in  binding  of  the  toxin  to  ganglioside,  supporting  Mark’s 
observations with Botulinum toxin. 
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1.7 The tetanus neurotoxin and its suitability as a CRAb target 
 
1.7.1 General epidemiology, pathogenesis and treatment of tetanus 
Tetanus  is  a  disease  that was  described  as  long  ago  as  3000  years  in  Egypt  (Farrar  et  al.,  2000).  
Although in the Western world its prevalence is very low with only 12‐15 cases reported per year in 
Britain  (Galazka and Gasse, 1995),  it  is a major health concern  in developing nations which are the 
major contributor  to global prevalence of  the disease.   There are between 800,000 and 1,000,000 
deaths due to tetanus reported annually, and around 400,000 are neonatal cases (Dietz et al., 1996).  
The causative agent of tetanus is a gram positive obligate anaerobic bacillus called Clostridium tetani 
(Cato et al., 1986). Other closely related species within the genus include C. botulinum and C. difficile 
which  are  concerning  pathogens  in  their  own  right  and  have  implications  in  food  poisoning,  bio 
warfare  and  nosocomial  infections.    C.  tetani  forms  endospores  which  are  able  to  survive 
environmental extremes  (Farrar et al., 2000).   These can be widely spread  in  the environment and 
may be found in the intestinal flora of domestic animals, horses, chickens and even humans. 
 
Tetanus neurotoxin is encoded on a 75kb plasmid and may or may not be present within a particular 
C.  tetani  bacterium  (Finn  et  al.,  1984)  and  its  sequenced  was  determined  from  gene  cloning 
(Fairweather and Lyness, 1986).  The toxin is both necessary and sufficient in causing the symptoms 
associated with tetanus (Lalli et al., 1999).  The disease pathogenesis begins with infection of a deep 
wound or compound fractures with the C. tetani endospores.  Other common infection sites include 
the postpartum or postabortion uterus or through use of non‐sterile needles in IM injections.  In the 
anaerobic  conditions  of  a wound,  the  bacterium  begins  expressing  the  tetanus  neurotoxin which 
enters the blood and lymphatics, eventually localising to nerves fibres within the peripheral nervous 
system (Farrar et al., 2000).  Upon binding to these nerves and undergoing internalisation (Collee and 
van Heyningen,  1990),  the  toxin  is  then moved  from  the peripheral nervous  system  (PNS)  to  the 
central  nervous  system  (CNS)  by  retrograde  axonal  transport  and  trans‐synaptic  spread.   Within 
inhibitory neurones of the CNS, zinc metalloprotease activity within the toxin leads to degradation of 
synaptobrevin, a protein which  is essential  for the  fusion of synaptic vesicles with the pre‐synaptic 
membrane  (Schiavo  et  al.,  1992).    This  results  in  a  drastic  reduction  in  the  ability  of  inhibitory 
neurones  to  secrete  the  inhibitory neurotransmitter  γ‐aminobutyric  acid  (GABA)  into  the  synaptic 
cleft  (Collingridge  and  Davies,  1982).    In  its  absence,  α‐motor  neurones  undergo  uncontrolled 
excitatory discharge leading to the characteristic motor spasms of tetanus, often observed as “lock‐
jaw”. 
 
The incubation period, defined as the time from inoculation to first symptoms, can be as short as 24 
hours or as long as many months depending on the specific situation (Farrar et al., 2000).  Primarily 
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the amount of toxin produced and the distance it must travel from the site of production, within the 
nervous  system  dictates  this  period.    The most  common  disease  form  is  generalised  tetanus  and 
includes  symptoms  such  as  pain,  headache,  excessive  sweating,  stiffness,  rigidity,  spasms  and 
opisthtonus, where  the  subjects  entire  body  is  contracted  and  arched.    The  spasms  can  lead  to 
laryngeal obstructions.  Eventually spasms become uncontrollable and lead to respiratory arrest and 
death.  The estimated human lethal dose of tetanus neurotoxin is around 500pg/kg meaning 25ng is 
enough to kill an average 70kg adult (Rethy and Rethy, 1997).   
 
Present  clinical management  of  tetanus  intoxication  takes  the  approaches  of  vaccination,  passive 
immunotherapy, antibiotics and management of symptoms arising directly from intoxication or from 
associated diseases that arise as a result of the  intoxication.   Symptom management  is beyond the 
scope of this thesis but is reviewed comprehensively (Farrar et al., 2000).   
 
Tetanus  active  immunisation  is  one  of  our  strongest  defences  against  the  disease.    The  vaccine 
consists  of  a  intra‐muscularly  administered  toxoid  that  has  been  treated with  formaldehyde with 
improved  immunogenicity  imparted  by  adsorption with  aluminium  hydroxide  (Farrar  et  al.,  2000) 
(Bracebridge  et  al.,  2004).    The  toxoid  is  fairly  efficacious with  a  failure  rate  of  4/100 million  in 
immunocompetent  people.    Serum  anti‐toxin  concentrations  above  0.01U/ml  are  considered 
protective although  there have been  cases where  it  is not  (Crone and Reder, 1992)  .    In order  to 
achieve and maintain this, the UK vaccination regimen consists of three doses of the toxoid at 4 week 
intervals for children aged 2‐6 months followed by a booster at 4 years, a further dose within 5‐10 
years and subsequent boosters every 10 years  (Bracebridge et al., 2004).   Adverse reactions to the 
toxin occur in every 1 in 50,000 patients.  Unfortunately in developing countries often led by corrupt 
governments  that  allocate  appalling  healthcare  budgets  and  exhibit  poor  management  and 
organisation  the  administration  of  an  appropriate  vaccination  regimen  leaves  many  people 
unprotected.  In addition, inadequate storage of the toxoid renders it ineffective in many cases.  Thus 
developing  nations  depend more  on  passive  immunotherapy  administered  prophylactically  or  in 
response  to  symptoms.    There  are  however,  research  efforts  focussing  on  developing  a  more 
effective single dose vaccine utilising  technology such as microencapsulation  (Schwendeman et al., 
1998) and use of recombinant fragments of the toxin (Qazi et al., 2006) administered by alternative 
routes such as parenterally (Makoff et al., 1989), orally (Fairweather et al., 1990), intranasally (Douce 
et al., 1997) or transcutaneously (Tierney et al., 2003). 
Passive  immunotherapy  for  tetanus  intoxication  is  primarily with  either  human  or  equine  serum 
containing  immunoglobulin  (Farrar et al., 2000).   This can shorten both  the course and  reduce  the 
severity of the disease pathogenesis.  Preferable for use is the human serum which is from a pool of 
plasma  derived  from  human  tetanus  immune  donors  and  has  a  half  life  of  24.5‐31.5  day.  
Unfortunately  the  human  form  is  expensive  and  therefore  not widely  available  in  the  developing 
world where the equine (or sometimes bovine) form is used predominantly.   In humans these latter 
types of serum have only a half life of 2 days and can cause severe anaphylactic shock which occurs 
in 20% of  cases.   Passive  immunotherapy  should be administered as  soon as possible after  injury 
since once the toxin is bound and internalised it has no effect.  The antiserum is administered in all 
cases  regardless  of  disease  stage  (Veronesi,  1981).    It  is  clear  that  the  future  of  passive 
immunotherapy  for  tetanus  must  move  away  from  use  of  sera,  whether  human  or  not.    The 
development of monoclonal antibody technology and antibody engineering  led to the development 
of many anti‐tetanus antibody molecules.  Although there are none in clinical trials to be marketed as 
therapeutics, they have been mainly used as tools to study tetanus pathogenesis and the biology of 
the nervous system.   One may suppose there are no such antibodies commercially available due to 
the absence of a market in the Western world.   
 
Quite  often,  if  a  patient  is  suspected  of  contracting  tetanus  or  are  displaying  symptoms  of  the 
disease,  they will be  simultaneously administered with  the vaccine  toxoid  in addition  to a passive 
immunotherapeutic  serum.    The  serum  provides  short  term  protection  while  the  longer  term 
protection  from  the vaccine kicks  in.    In addition antibiotics  including penicillin and metronidazole 
are administered to destroy the actual bacterium C. tetani to prevent further de novo generation of 
the toxin (Ahmadsyah and Salim, 1985) (Farrar et al., 2000). 
 
1.7.2 Molecular Structure and Mechanism of Action of Tetanus Neurotoxin 
The tetanus neurotoxin  is a 150kDa tri‐partite toxin (Figure 1.15) which  is transcribed from a single 
gene    (Minton,  1995)  producing  a  single  chain  1315  amino  acid  polypeptide  which  is  post‐
translationally  cleaved  to  produce  a  50kDa  Light  Chain  (L)  joined  by  a  disulphide  bond  (Cys439‐
Cys467) to a 100kDa Heavy Chain (H) (Krieglstein et al., 1991).   
Light Chain (50kDa)
Heavy Chain (H) (100kDa)
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Figure 1.15.  The Tetanus Neurotoxin.  Tetanus neurotoxin is a 150kDa tripartite toxin with a 50kDa 
Light Chain which exhibits zinc endopeptidase activity and a 100kDa Heavy Chain (H).  The N‐terminal 
domain of H  (HN)  is able to  form pores  in  lipid membranes and aids the toxins exit  from endocytic 
vesicles whilst  the  C‐terminal  domain  of  H  (HC)  facilitates  binding  to  neurones  of  the  peripheral 
nervous  system,  receptor mediated  endocytosis  into  those  neurones  and  initiation  of  retrograde 
axonal  transport  and  trans‐synaptic  spread  into  the  central nervous  system.    The C‐terminal  sub‐
domain of HC (HcC) has been shown to be necessary and sufficient for this process to occur. 
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The L chain exhibits zinc‐dependent endopeptidase activity (Schiavo et al., 2000).  The active site of L 
has been shown to coordinate a zinc atom which is required for the selective and specific proteolysis 
of  the  soluble  N‐ethylmaleimide‐sensitive  fusion  protein  attachment  protein  receptor  (SNARE) 
protein synaptobrevin.   
 
The H chain contains two functional domains, each around 50kDa.  The N‐terminal portion of H (HN) 
is the translocation domain and forms ion channels in lipid bi‐layers (Beise et al., 1994) (Blaustein et 
al.,  1987)  (Gambale  and Montal,  1988;  Hoch  et  al.,  1985).    This  domain  is  required  for  the  pH 
dependent penetration and translocation of the catalytic L chain across vacuolar membranes into the 
neuronal  cytosol.    It  has  been  hypothesised  that  the  pore  forming  ability  of  HN  is  elicited  by 
amphipathic helices present in the domain (Lebeda and Olson, 1995).  The 451 amino acid C‐terminal 
half of H (HC) elicits neuronal cell binding, receptor mediated endocytosis and retrograde trafficking 
of the holo‐toxin .  It was found that independently, using papain digestion isolated product (Bizzini 
et al., 1977) or a recombinant clone (Fairweather et al., 1986), the HC domain of the H chain retained 
all  the binding properties of  the  full‐length  toxin,  yet had no  intrinsic  toxicity,  and  could partially 
neutralise  the  toxicity  of  the  tetanus  neurotoxin  in  vivo  by  competing  for  neuronal  binding  sites 
(Bizzini  et  al.,  1977;  Lalli  et  al.,  1999).    In  addition  the  HC  fragment  is  able  to  undergo  receptor 
mediated endocytosis and retrograde axonal transport independently of the remainder of the toxin. 
 
Thus  in summary, the  tetanus toxin binds to neuronal cells, primarily  facilitated by the Hc domain.  
These  undergo  receptor‐mediated  endocytosis  and  subsequent  retrograde  transport  via  axonal 
microtubules to the CNS.   Here the endocytic compartments containing the toxin acidify and cause 
insertion of  the HN domain  into the endosomal membrane and subsequent exit of  the L chain  into 
the neuronal cytosol where it cleaves SNARE proteins resulting in loss of inhibition of motor neurons 
via an abrogation of inhibitory neurotransmitter release (Figure 1.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  1.16.   Overview  of  the  pathogenesis  of  clostridial  neurotoxins.    The  pathogenesis  of  the 
tetanus neurotoxin  (TeNT) shares many similarities with another clostridial toxin, botulinum.   TeNT 
binds to gangliosides at the neuromuscular junction and undergoes receptor mediated endocytosis.  
The  endocytic  vesicles  containing  TeNT  are  then  trafficked  via  retrograde  axonal  transport  via 
microtubules  to  a  synapse  between  the  motor  neurone  and  an  inhibitory  neurone  where  it 
undergoes  transcytosis  into  an  endosome  of  an  inhibitory  neurone.    The  endocytic  vesicle  then 
acidifies and TeNT enters  the neuronal  cytosol where  it degrades SNARE proteins.   This  results  in 
dysfunctional fusion of pre‐synaptic vesicles with the synaptic membrane and thus stops release of 
inhibitory  neurotransmitters.    The  motor  neurone  then  undergoes  uncontrolled  excitation.  
Botulinum  toxins  prevent  neurotransmitter  release  at  the  neuromuscular  junction.  Taken  directly 
from (Lalli et al., 2003a). 
 
 
1.7.3 Structural, biochemical and immunological aspects of the TT‐Hc fragment. 
Binding of TT‐HC to neuronal cells occurs in a double receptor binding model.  Initial interaction with 
highly abundant gangliosides then facilitates a subsequent  interaction with a GPI‐anchored protein, 
the identity of which has not been conclusively elucidated.   
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Crystal studies have shown that the HC domains of clostridial neurotoxins are orientated away from 
the rest of the toxin by way of a linker region and this leads to the majority of the HC protein surface 
being  available  for  ligand  binding  (Lacy  et  al.,  1998;  Swaminathan  and  Eswaramoorthy,  2000a; 
Swaminathan and Eswaramoorthy, 2000b).  The HC domain of the H chain is itself composed of two 
sub‐domains.  These are both rich in β‐sheet structures and are approximately of equal size.  The N‐
terminal sub‐domain (HcN) is composed of two seven‐stranded β‐sheets coupled in a jelly‐roll motif, 
and bears  similarity  to  the carbohydrate moiety of plant  lectins and other oligosaccharide binding 
proteins.    This  homology  has  led  to  hypotheses  that  the  HcN  domain  may  play  a  role  in  the 
intracellular sorting of the tetanus toxin although no direct evidence has been provided to confirm 
this  (Lalli  et  al.,  2003b).    The  C‐terminal  sub‐domain  of  TT‐Hc  (HcC)  exhibits  a modified  β‐trefoil 
structure with  a  six‐stranded  β‐barrel which  is  a motif  found  in  recognition  and  binding  proteins 
(Umland et al., 1998).  The HcC sub‐domain contains the ganglioside and cell binding sites (Herreros 
et al., 2000). 
 
Motor neurons possess an outer  layer containing a  large proportion of polysialogangliosides which 
are sialic acid containing sphingoglycolipids.  Essentially, these small molecules consisting of multiple 
sugar  groups  covalently  linked  to  a  ceramide  tail  functioning  to  anchor  the  ganglioside  into  the 
plasma membrane.  Of all the different gangliosides the tetanus toxin binds to gangliosides GD1b and 
GT1b with the greatest affinity (Holmgren et al., 1980a; Holmgren et al., 1980b; Stoeckel et al., 1977).  
Figure 1.17 shows TT‐Hc  in complex with a synthetic ganglioside (GT1b)  (Fotinou et al., 2001).    It  is 
thought  that  the Sia7‐6 moiety  forms multiple hydrogen bonds with  tetanus  toxin.   The TT‐Hc and 
GT1b crystal structure studies revealed that TT‐Hc has two distinct GT1b binding sites within the HcC 
sub‐domain,  thus allowing  for  increased  functional affinity and extensive cross‐linking.   These sites 
are termed the “GalNAc3” and “sialic acid” binding sites. Gangliosides do not act as the sole receptor 
of binding.    It  is  thought  that binding  to  the ganglioside  is  followed by diffusion of  the GT1b‐toxin 
complex laterally on the neuronal surface until it encounters a high affinity protein receptor present 
a low concentrations.  The GT1b binding step essentially concentrates the toxin.  Although it has also 
been shown that tetanus toxin localises to lipid rafts prior to internalisation, which is also dependent 
on cholesterol  (Herreros et al., 2001), there has been no definitive  identification of the proteins to 
which TT‐Hc binds.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.17.   Structure of the TT‐Hc fragment with a soluble analogue of ganglioside GT1b. Shown 
in  space‐filling mode with GT1b bound  to one of  the  four TT‐Hc  carbohydrate‐binding  sites.   PDB 
accession  number  1AFV2.    This  structure was  solved  as  reported  (Fotinou  et  al.,  2001).   GT1b  = 
trisialoganglioside.  HcC = C‐terminal sub‐domain of TT‐Hc; HcN = N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc. 
 
Studies  conducted  within  our  collaborator’s  lab,  Prof.  Neil  Fairweather,  recently  focussed  on 
characterising the ability of TT‐Hc to form dimers and to develop a more vaccine‐amenable form of 
recombinant TT‐Hc via reduction of  its ganglioside binding capacity so that  it could be a potentially 
safer.  Their studies found that TT‐Hc is able to form dimers, trimers and tetramers and that mutation 
of Cys869 of Hc to Ala resulted  in complete destruction of  its ability to form oligomers (Qazi et al., 
2007).  The capacity to dimerise was also seen for the whole toxin, in toxoid form.  From this it has 
been  hypothesised  that  oligomerisation  of  tetanus  toxin  at  the  neuronal  cell membrane may  be 
necessary for internalisation as is the case for many other toxins.  Upon mutagenising the residues of 
TT‐Hc  responsible  for binding  to  the ganglioside,  the  toxin was unable  to bind  to ganglioside  in a 
plate based assay or in the context of neuronal cells (Qazi et al., 2006).  Although this was desirable 
for its use as a vaccine, it was interestingly found that its immunogenicity was destroyed highlighting 
how  important  the Hc  domain  of  tetanus  toxin  is  in  eliciting  neutralising  immune  responses  and 
therefore highlighting its suitability as a specific target for therapeutic intervention in tetanus.   
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1.7.4. Obtaining a panel of scFv specific for the Hc fragment of tetanus neurotoxin 
Previous work by conducted by Dr. Omar Qazi and Dr Mike Wright, under  the supervision of Prof. 
Neil  Fariweather  and  Dr Mahendra  Deonarain  led  to  the  isolation  of  a  panel  of  scFv molecules 
specific  for  the  recombinant  Hc  fragment  of  tetanus  neurotoxin  (TT‐Hc)  (Qazi,  2004).    Using  a 
commercially available scFv phagemid  library (Vaughan et al., 1996), 79  individual phage‐antibodies 
were  isolated  and  found  to  be  positive  for  binding  to  TT‐Hc  by  ELISA  and were  named  clones  1 
through 79 respectively.  Of these 79 clones it was determined that 23 of them bound to the his6 tag 
of the recombinant TT‐Hc and these were excluded from further studies.  Further studies found three 
of the remaining 56 clones to be  false positives  in the original ELISA screen which only used 1‐well 
per clone.  Of the 53 remaining scFvs, epitope mapping experiments were conducted at the domain 
binding  level.   Recombinant fragments of the N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc, termed TT‐HcN, and 
the C‐terminal sub‐domain, termed TT‐HcC were used in phage‐ELISA experiments.  These found that 
11 of the 53 scFv clones that were specific for TT‐Hc, were also specific for the TT‐HcC sub‐domain 
but not  the TT‐HcN  sub‐domain whilst 26 of  the 53  scFv  clones were  specific  for  the TT‐HcN  sub‐
domain  but  not  the  TT‐HcC  sub‐domain.    The  remaining  16  scFv  clones  exhibited  no measurable 
levels of binding  to either  the TT‐HcN or TT‐HcC sub‐domains.    It was  therefore hypothesised  that 
these perhaps bind  to  junctional epitopes  formed between  the sub‐domains or epitopes on either 
sub‐domain  that  require  the  other  sub‐domain  to  be  present  in  order  to  be  presented  correctly.  
These were subsequently referred to as TT‐HcJ binding scFv clones. 
 
The 26 TT‐HcN binding scFvs were subsequently  left completely uncharacterised.   However, the TT‐
HcC and TT‐HcJ binding scFv clones (27 clones  in total) were studied further due to  interest  in their 
potential  to  block  binding  of  TT‐Hc  to  its  native  ganglioside  receptors.   As  already  discussed,  the 
ganglioside binding site of TT‐Hc resides in its C‐terminal sub‐domain.  Fingerprinting of the 27 clones 
using BstN I RFLP analysis revealed 13 different diversity groupings and one clone from each of these 
was  selected  for  further  characterisation.    The  clones were  expressed  as  soluble  scFvs  and  semi‐
purified by  immobilised metal affinity chromatography and relative comparisons of binding affinity 
and  toxin  inhibition capability were measured.   From  this  it was determined  that clones 9 and 71, 
significantly  inhibited ganglioside binding of the toxin compared  to other clones and also exhibited 
the highest affinities compared to other clones. 
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1.8 Aims and Objectives 
 
High affinity is a desirable property for antibody based drugs as it positively correlates with potency 
and  is highly  relevant  in  the area of anti‐toxin  therapeutics and  infectious disease  in general.   The 
CRAb format  is a high affinity tandem‐scFv and the key requirements for antigen chelation to occur 
are that the optimal pair of distinct epitopes is targeted and that the linker tethering the two scFvs is 
of optimal length to allow simultaneous binding to the target protein leading to a synergistic increase 
in affinity.  A rapid and robust phage display based approach for selecting CRAbs is desirable since it 
would circumvent the need for structural data in rationalised selection of the best scFv pairings and 
inter‐scFv linker length. 
 
The overall aim of the research described in this thesis was to develop and validate a phage display 
based approach for acquiring chelating recombinant antibodies against the tetanus neurotoxin and 
to assess the impact of scFv characteristics upon selection outcomes.  The objectives of this proof of 
concept research were as follows: 
 
(1) Characterise a panel of anti‐tetanus toxin single chain Fv molecules investigating features such as: 
 
 Overall expression levels and solubility  
 Phage display propensity 
 Oligomerisation state 
 Bioinformatics  
 Ability to neutralise tetanus toxin ganglioside binding activity 
 Affinity and binding kinetics 
 Competition binding analyses to identify competing and non‐competing scFv 
pairings 
 
(2) Use a choice of the characterised single chain Fv molecules to build a tandem‐scFv library that 
contains multiple scFv pairings and inter‐scFv linker lengths and characterise the library.  The 
constructed library should contain both competing and non‐competing scFv pairings. 
 
(3) Conduct affinity driven phage‐display and assess its potential to enrich for clones containing scFv 
pairings capable of binding simultaneously to the target and to enrich a particular linker length within 
those clones.   
 
(4) Identify candidate CRAb clones for future biochemical and functional characterisation. 
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CHAPTER 2 
 
Materials and Methods 
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2.1 Materials 
 
2.1.1 Solutions and Buffers 
 
All  solutions  were  degassed  with  nitrogen  gas  bubbling  and  filtered  through  a  0.2μm  vacuum 
filtration device (Helana Biosciences) prior to use as required.   The pH of buffers was adjusted with 
HCL  (VWR) or NaOH  (VWR)  respectively added dropwise.   As necessary, sodium azide  (Sigma) was 
added  to a  final concentration of 0.05%.   The surfactant p20  (GE Healthcare) was added  to a  final 
concentration of 0.005% for buffers used as BIAcore running buffers. 
 
Water 
Distilled water treated with UV radiation was obtained from a Purite Select system and sterilised by 
autoclaving if necessary.  Promega Nuclease Free water was used for molecular biology applications. 
 
Phosphate buffered saline (PBS) 
A 10x concentrated stock was prepared containing 80g NaCl, 2g KCL, 2.4g KH2PO4 and 14.4g Na2HPO4 
per litre of water.  The 1x PBS was autoclaved where necessary.   
 
Tris‐acetate EDTA buffer (TAE) 
This was prepared from a commercially purchased 50x stock solution (VWR, Poole, UK).  The final 1x 
composition was  242g  TRIS  base,  37.2g Na2EDTA.2H2O  and  57.1ml  glacial  acetic  acid  per  litre  of 
water. 
 
Sodium Phosphate Buffer 
Stock A: 27.8g NaH2PO4 in 1 litre of water. 
Stock B: 53.65g of Na2HPO4 in 1 litre of water 
 
For 1 litre of a 100mM Sodium Phosphate Buffer (pH 7.8) containing 300mM NaCl, 95ml of stock A 
was added to 405ml of stock B and 17.5g of NaCl.  The volume was increased to 1 litre with 500ml of 
dH2O. 
 
Other general reagents 
Chemicals and general  reagents were purchased  from Sigma, BDH Merck/VWR, Promega UK, BIO‐
RAD  and  other  companies  (not  listed).    Reagents  and  buffers  not  listed  here  were  prepared  in 
accordance with standard laboratory protocols (Sambrook and Russell, 2001). 
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2.1.2 Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 
 
PAGE Running Buffer 
3.03g TRIS base, 14.4g Glycine, 1g Sodium dodecyl sulphate (SDS) made up to 1L with water. 
 
Sample loading buffer x6 DTT based 
To make 10ml total: 1 M Tris‐HCl; pH 6.8 (3.6 ml [Final]= 360 mM); 100% Glycerol (3.6 ml; [Final] = 
36%); DTT (0.926 g [Final] = 600 mM); SDS (1.2g [Final] 12%); Bromophenol blue just enough to 
colour; Make up to 10 ml with dH2O 
 
Stacking gel 
3ml H2O, 0.5ml 1M TRIS/HCl pH 6.8, 40μl 10% SDS, 0.5ml 40% Bis/Acrylamide, 40μl 10% ammonium 
persulphate (APS), 4μl  N,N,N',N'‐Tetramethylethylenediamine (TEMED). 
 
12% Resolving Gel 
4.4ml H2O, 3ml 40% Bis/Acrylamide, 2.5ml 1.5M TRIS/HCl pH 8.8, 100μl 10% SDS, 100μl 10% APS, 4μl 
TEMED. 
 
Semi‐dry PAGE transfer buffer 
5.8g TRIS, 3g glycine, 0.4g SDS, 200ml methanol made up to 1L with water. 
 
2.1.3 Bacterial Strains and Culture 
 
Strains 
XL1‐Blue (Stratagene) E.coli (F'::Tn10 proA+B+ lacl q D(lacZ) M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 
(rK
‐mK
+) supE44 relA1 lac) were used for the preparation of DNA clones by mini‐prep.  XL1‐Blue is also 
an  amber  suppressor  strain which  exhibits  the  ability  to  read  through  amber  stop  codons  (TAG).  
When transformed with the pCANTAB6 vector, during translation of the insert region, the ribosomal 
machinery reads through the amber codon and therefore generates a scFv‐pIII fusion protein and co‐
infection with helper phage  leads  to  the production of phage‐scFv  fusions.   The HB2151 strain  (GE 
Healthcare)  of  E.coli  (nalr  thi‐1  ara  (  (lac‐proAB  [F’  proAB+  laciq  lacZ(M15])  were  used  for  the 
expression of  soluble  scFv with no pIII  fusion moiety.   Strain BL21  (DE3)  (Stratagene) of E.coli  (F‐, 
ompT, hsdSβ(rβ‐mβ‐), dcm, gal, (DE3) tonA) were used for the expression of TT‐Hc fragment. 
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Culture Media 
2TY: 16g bacto tryptone, 10g bacto yeast, 5g NaCl made up to 1L with dH2O 
 
Top Agar: As 2TY (above) plus 7g bacto agar 
 
2TY Agar: As per 2TY (above) plus 15g bacto agar 
 
M9 Salt Solution: 60g Na2HPO4, 30g KH2PO4, 10g NH4Cl, 5g NaCl, made up to 1L with dH2O 
 
M9 minimal  agar  (500ml):  50ml  10x M9  salts  (above),  0.5ml  1M MgSO4,  50μl  1M  CaCl2,  2.5mg 
Vitamin B1, 5ml 20% glucose solution. 
 
 
2.1.4 Plasmids and Bacteriophage 
 
Phagemid pCANTAB6 was the main vector used in this thesis (Figure 2.1) and this was obtained from 
Cambridge Antibody Technology  (now Medimmune AstraZeneca)  (Vaughan et al., 1996).   VCSM13 
helper  phage:  interference‐resistant  helper  phage  derived  from  a M13  KO7 mutant  carrying  the 
kanamycin resistance gene in the IG region (Stratagene). 
 
A panel of 53 anti‐TT‐Hc clones were provided by Dr. Neil Fairweather from the Centre for Molecular 
Microbiology and  Infection,  Imperial College London.   These were bio‐panned  from  the Cambridge 
Antibody Technology phage display scFv library by Dr. Omar Qazi, in collaboration with our group (Dr. 
Michael Wright).  The scFv clones are encoded on the pCANTAB6 phagemid vector.  The original and 
revised nomenclature  for  the  clones  is  shown  in Table 2.1.   Three  groups of  scFvs were  available 
binding to the HcN domain, HcC domain and junctional epitopes (HcJ) of TT‐Hc.  Five HcC and five HcJ 
binding  scFvs were  selected  for  study  in  the present  research project based on previously derived 
data.  However there are 26 remaining HcN binding scFvs for which no data is available.  Part of this 
research  focused  on  selecting  five  clones  from  these  for  in‐depth  characterisation.    The  TT‐Hc 
fragment was encoded on a pET28a  (Promega)  (pKS1) expression vector under  the control of a T7 
promoter.  This was provided by Prof. Neil Fairweather. 
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Figure 2.1.   The pCANTAB6 Phagemid Vector.   pCANTAB6  is the phagemid vector of the anti‐TT‐Hc 
scFvs used  in  this study.   The  lac promoter  (        ) and ribosome binding site  (        ) are  followed by a 
phage‐g3  related  leader  for periplasmic  targeting of expressed  scFv,  then  scFv variable heavy  (VH) 
domain,  inter domain  linker (Li), variable  light (VL) domain and a hexa‐histidine tag (H) and myc tag 
(M) for detection and purification purposes.   Peptide tags are followed by an amber TAG codon for 
soluble scFv expression in a non‐suppressor strain (E.coli HB2151) or expression of scFv‐g3 fusion in 
an amber suppressor strain (E.coli XL1‐Blue).  The filamentous phage M13 gene 3 coat protein gene is 
found up‐stream of the amber codon.  Relevant restriction enzyme sites are shown (Nco I, Not I and 
BsmI) as well as the template regions for PCR primers LMB3, G3BSMIBACK and FDSEQ1.  pCANTAB6 
also harbours an E.coli origin of replication (colE1ori), a phage M13 origin of replication (M13ori) and 
ampicillin resistance gene (ampR) encoding β‐lactamase.   
 
Table 2.1.  Anti‐TT‐Hc scFv Clones used in this Study. 
Original scFv Nomencalture  Revised scFv Nomenclature for this Project 
HcC Binding scFvs   
9  C1 
46  C2 
57  C3 
71  C4 
75  C5 
HcJ Binding scFvs   
21  J1 
40  J2 
42  J3 
45  J4 
51  J5 
HcN Binding scFvs   
22  N1 
49  N2 
52  N3 
56  N4 
60  N5 
3, 7, 10, 12, 13, 16, 19, 20, 25, 27,  
29, 30, 37, 47, 59 61, 67, 69, 70, 72, 76 
Not Applicable – scFvs not selected for further 
study beyond initial characterisation 
Le VH Li pIIIHMVL
colE1 ori
amp
M
13
 o
ri
Not I Bsm INcoI
Amber codonLMB3
G3BSMIBACK
FDSEQ1
R
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2.1.5 Antibodies, Immunochemicals and Other Speciality Reagents 
 
9E10 IgG 
Murine monoclonal antibody  recognising c‐myc epitope  (EQKLISEEDL) supplied by Cancer Research 
UK.  Working dilution: 1 in 10 (ELISA), 1 in 20 (Western Blot). 
 
Anti‐His HRPO IgG conjugate 
Horse radish peroxidise (HRPO)  conjugated to a murine monoclonal antibody recognising the penta‐
histidine peptide tag.  Supplied by Sigma.  Working dilution 1 in 5000. 
 
Anti‐Mouse IgG HRPO conjugate 
HRPO conjugated goat monoclonal antibody recognising the murine Fc domain.   Supplied by Sigma.  
Working dilution: 1 in 10,000. 
 
Anti‐M13 IgG HRPO Conjugate 
HRPO  conjugated  mouse  monoclonal  antibody  recognising  the  phage  major  coat  protein  PVIII.  
Supplied by GE Healthcare.  Working dilution: 1 in 5000. 
 
Polyclonal rabbit anti‐tetanus toxin sera 
Prepared  in‐house and provided by Professor Neil Fairweather,  Imperial College London.   Working 
dilution: 1 in 10,000. 
 
Anti‐pIII IgG 
Murine monoclonal antibody recognising the ATDYGAAIDGF epitope.  Supplied by MoBiTec.  Working 
dilution: 1 in 1000. 
 
Anti‐Rabbit HRPO IgG Conjugate 
HRPO  conjugated  to  a  Goat  monoclonal  antibody  recognising  rabbit  Fc  domain.    Supplied  by 
Calbiochem.  Working dilution: 1 in 5,000 
 
Extravidin Peroxidise Conjugate 
HRPO conjugated avidin.  Supplied by Sigma.  Working dilution: 1 in 1000. 
 
Marvel® milk powder 
Dried skimmed milk powder (99.5%) supplied by Premier Products.  For blocking nitrocellulose used 
in Western blots. 
87 
 
BM‐Blue POD  
3,  3’‐5,  5’‐Tetramethylbenzidine  (TMB)  ready  to  use  speroxidase  substrate  solution  supplied  by 
Roche.   
 
ECL Kit 
Enhanced chemiluminescence detection kits were supplied by GE Healthcare 
 
EZ‐Link Sulfo‐NHS‐LC‐LC‐Biotin 
Biotinylation reagent purchased from Pierce. 
 
HABA/Avidin Reagent 
For estimating levels of biotin incorporation into proteins.  Supplied by Sigma. 
 
Avidin 
For use in Avidin capture enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
 
Dynabeads® 
M280 streptavidin conjugated paramagnetic beads supplied by Invitrogen. 
 
Trisialoganglioside – GT1b 
Isolated from Bovine brain and supplied by Sigma. 
 
 
2.1.6. Restriction and polymerase enzymes 
 
Restriction endonuclease 
All restriction enzymes were purchased from New England Biolabs or Fermentas 
 
DNA Polymerase Enzymes 
KOD  (Novagen);  TAQ  (Cancer  Research  UK  and  Fermentas);  PFU‐Turbo  (Stratagene).    All  were 
supplied with respective buffers and nucleotide mixtures. 
 
Other Molecular Biology Enzymes 
DNA  Ligase  and  phosphatase  enzymes  were  purchased  from  New  England  Biolabs
2.1.7. Oligoneucleotide PCR primers 
All primers were designed in‐house and ordered from Thermofisher. 
 
Table 2.2. Primers for use in Site Directed Mutagenesis 
Primer Name Direction Primer Sequence (5' ‐‐> 3') Clone Templates
TVNOTSDMF Forward ACCGTCCTAGGTGCGGCGGCACATCATCATCACCATCACGGG C1; C2; J4; N4; N5
TVNOTSDMB Reverse CCCGTGATGGTGATGATGATGTGCCGCCGCACCTAGGACGGT C1; C2; J4; N4; N5
EINOTSDMF Forward GAGATCAAACGTGCGGCGGCACATCATCATCACCATCACGGG C4; J2
EINOTSDMB Reverse CCCGTGATGGTGATGATGATGTGCCGCCGCACGTTTGATCTC C4; J2
 
 
 
 
Table 2.3.  Primers for use during PCR step 1 of tandem‐scFv library construction 
Primer Name Direction Primer Sequence (5' ‐‐> 3') Clone Templates
C1PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGGTGCAGCTGCAGGAG C1
C1PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAACAGGTGCAGCTGCAGGAG C1
C2J2PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGGTGCAGCTGGTGCAG C2; J2
C2J2PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAAGAGGTGCAGCTGGTGCAG C2; J2
C4PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGCTGCAGCTGCAGGAG C4
C4PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAACAGCTGCAGCTGCAGGAG C4
J4PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGGTACAGCTGCAGCAG J4
J4PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAACAGGTACAGCTGCAGCAG J4
N4PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGATGCAGCTGGTGCAG N4
N4PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAACAGATGCAGCTGGTGCAG N4
N5PCR1 Forward GGTGCTAGTGCAAGCCAGGTGCAGCTGGTGGAG N5
N5PCR1EXT Forward GGTGCTAGTGCAAGCGAAGCGCCGCAGAACAGCGGCGCGCCGGAAACCAACACCGAACCGGCGGGCAGCAACCAGCCGGCGGAACAGGTGCAGCTGGTGGAG N5
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2.4.  Primers for use during PCR step 2 of tandem‐scFv library construction. 
Primer Name Direction Primer Sequence (5' ‐‐> 3') Clone Templates
0MERF Forward CGTTCTGTGTGCGGCCGCAGGAAGCGGTGGTGCTAGTGCAAGC All PCR1 PRODUCTS
1MERF Forward CGTTCTGTGTGCGGCCGCAGGAAGCGGTNNSGGTGGCGGAAGCGGTGCTAGTGCAAGC All PCR1 PRODUCTS
2MERF Forward CGTTCTGTGTGCGGCCGCAGGAAGCGGTNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCGGTGCTAGTGCAAGC All PCR1 PRODUCTS
3MERF Forward CGTTCTGTGTGCGGCCGCAGGAAGCGGTNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCGGTGCTAGTGCAAGC All PCR1 PRODUCTS
4MERF Forward CGTTCTGTGTGCGGCCGCAGGAAGCGGTNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCNNSGGTGGCGGAAGCGGTGCTAGTGCAAGCAll PCR1 PRODUCTS
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Table 2.5.  Primers for use in PCR scFv fingerprinting 
Primer Name Direction Primer Sequence (5' ‐‐> 3') Clone Templates
C1VHCDR3FOR Forward GACCTACGGTATTGACGTCTGGGGCAG C1
C2VHCDR3FOR Forward CGACGCTGAGACCTTACG C2
C1C4VHCDR3FOR Forward GTCTTTTATGAATAC C1/C4
C4VHCDR3FOR Forward CTCCTACGGTATGGACGTCTGGGGCCA C4
J2VHCDR3FOR Forward TTCGGGGTGGTACCCGCC J2
J4VHCDR3FOR Forward GAGGGGGTAGGGGCTGGC J4
N4VHCDR3FOR Forward GATCGCGTGGGTGGG N4
N5VHCDR3FOR Forward AGGCCTCCGCATTTCTGG N5
C1C2VLCDR3FOR Forward TAACTCCCGGGACAGCAGTGG C1/C2
C4VLCDR3FOR Forward ATATGGTAATTATCCGCT C4
J2VLCDR3FOR Forward GAGTTACAGTACCCCGTG J2
J4VLCDR3FOR Forward CCCGTTATGTCTTCG J4
N4VLCDR3FOR Forward CTCGAGTTTTCGGCGGAG N4
N5VLCDR3FOR Forward TGCAGCATGGGATGACAGCC N5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2.6.  General Primers 
 
Primer Name Direction Primer Sequence (5' ‐‐> 3') Clone Templates
LMB3 Forward CAGGAAACAGCTATGAC All
FDSEQ1 Reverse GAATTTTCTGTATGAGG All
G3BACK Reverse AACGCCTGTAGCATTCCACA All
PCANT6LEADFOR Forward GTTGTTCCTTTCTATGC All
HISBACK Reverse GTGATGGTGATGATGATG ALL
UNIF Forward GGTGCTAGTGCAAGC All tandem‐scFvs
UNIB Reverse GCTTGCACTAGCACC All tandem‐scFvs
AAAGSGBACK Reverse ACCGCTTCCTGCGGCCGC All tandem‐scFvs
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2.2 Methodologies 
 
2.2.1 Bacterial Culture 
 
2.2.1.1 Preparation of chemically competent Escherichia coli  
The  following  protocol  was  used  to  prepare  chemically  competent  E.coli  strains  XL1‐Blue  and 
HB2151.  Single colonies of E.coli cultured on 2TY‐agar (containing 15µg/ml tetracycline for the XL1‐
Blue strain) were  inoculated  into a 5ml culture which was grown overnight at 37°C with shaking at 
37ºC  in  an  orbital  shaker.    The  cultures were  then  sub‐cultured  (1:100)  into  100ml  of  fresh  2TY 
(containing  15µg/ml  tetracycline  for  the  XL1‐Blue  strain).    The  culture  was  grown  at  37ºC  with 
shaking at 250rpm and grown to an OD600 of between 0.6 and 0.8.  The culture was incubated on ice 
for  30 minutes,  split  in  50ml  volumes  into  two  centrifuge  tubes  and  subsequently  centrifuged  at 
3000rpm for 10 minutes at 4ºC.  Each pellet was resuspended in 50ml cooled 100mM CaCl2 and left 
on ice for a further 30 minutes.  The bacteria were centrifuged once more at 3000rpm for 10 minutes 
at  4ºC  and  each  pellet  resuspended  in  1.5ml  of  100mM  CaCl2  containing  15%  glycerol.    The 
competent bacteria were aliquoted  in 50µl volumes, snap  frozen  in  liquid nitrogen and stored at  ‐
80ºC.   
 
2.2.1.2 Preparation of electrocompetent Escherichia coli (XL1‐Blue) 
Escherichia coli strain XL1‐Blue were cultured on 2TY‐agar containing 15µg/ml tetracycline.  A single 
colony was  inoculated  into 15ml 2TY containing 15µg/ml  tetracycline and grown overnight at 37ºC 
with shaking at 250rpm in an orbital shaker.  Two 2L flasks containing 500ml of fresh 2TY containing 
15µg/ml tetracycline were inoculated with the overnight culture at a 1:100 sub‐culture ratio and the 
bacteria grown  to an OD600 of approximately 0.5.   The 1L of bacteria was  then  split  into  four pre‐
chilled  500ml  centrifuge  bottles  and  centrifuged  in  a  pre‐chilled  rotor  at  4ºC  for  15 minutes  at 
4000rpm.   The cells were resuspended  in 250ml of sterile  ice‐cold ddH2O and centrifuged again for 
15 minutes at 4ºC   at a 4000rpm.   The pellets were resuspended  in 125ml of sterile  ice‐cold ddH2O 
and centrifuged using the same centrifuge settings.  The cell pellets were the resuspended in 20ml of 
sterile  ice‐cold  ddH2O  containing  10%  glycerol  and  then  centrifuged  under  the  same  conditions.  
Finally  each  pellet  was  resuspended  in  2ml  of  sterile  ice‐cold  ddH2O  containing  10%  glycerol, 
aliquoted in 100µl dispensations, snap frozen in liquid nitrogen and stored at ‐80ºC.   
 
2.2.1.3 Transformation of chemically competent Escherichia coli by heat shock method 
Between  1  and  2µl  of  plasmid  DNA  prepared  by Qiagen MiniprepTM  containing  between  50  and 
200ng of DNA was added to an aliquot of chemically competent E.coli and the cells mixed by gentle 
agitation with the pipette.  The cells were then incubated on ice for 30 minutes and the subjected to 
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heat‐shock.  This was conducted by submerging the cells in a waterbath heated to 42ºC for 1 minute, 
followed by incubation on ice for at least 2‐minutes.  The cells were revived by adding 800µl of pre‐
warmed SOC medium followed by incubation for 1 hour at 37ºC with shaking at 250rpm in an orbital 
shaker.  Typically, 10µl of the transformed cell culture was plated on 2TY‐agar containing 1% glucose 
and  carbenicillin  (for HB2151  strain) with 15µg/ml  tetracycline  in addition  for  the XL1‐Blue  strain.  
The plated cells were incubated at 37ºC overnight.   
 
2.2.1.4 Transformation of Escherichia coli by electroporation 
Escherichia coli XL1‐Blue were electroporated using a BIO‐RAD Gene Pulser II system with settings of 
200 Ohms resistance, 25µF capacitance and 2.5kV field strength.  Typically, 50µl of electrocompetent 
E.coli were mixed with 80ng DNA and incubated on ice for 1 minute.  The mixture was transferred to 
an  ice‐cold 0.2mM  electroporation  cuvette which was  then  transferred  to  the  electroporator  and 
pulsed.   Acceptable  time  constants were  in  the  4.5  to  5.5ms  range.    The  cells were  immediately 
revived with 1ml of SOC medium pre‐heated to 37ºC.  The bacteria were incubated for 1 hour at 37ºC 
before being plated out as required.   
 
2.2.2 Expression, purification, labelling and electrophoretic analysis of recombinant proteins 
 
2.2.2.1 Expression of TT‐Hc in the cytosolic fraction of Escherichia coli BL21 (pKS1) 
Escherichia coli BL21 (DE3) (pKS1) cells transformed with TT‐Hc in pET28a were inoculated into 5ml of 
2TY containing 1% glucose and 50µg/ml kanamycin and  the culture  left  to grow overnight at 37ºC 
with  shaking  at  250rpm  in  an  orbital  shaker.    The  cells were  then  sub‐cultured  at  a  1:100  ratio, 
typically  into  500ml  of  fresh  2TY  containing  0.1%  glucose  and  50µg/ml  kanamycin,  which  was 
subsequently  cultured  at  37ºC  with  shaking  at  250rpm  until  the  bacteria  reached  an  OD600  of 
approximately 0.8.  At this point the cells were induced with isopropyl‐1‐thio‐β‐D‐galactopyranoside 
(IPTG),  to  a  final  concentration  of  1mM  and  allowed  to  grow  for  a  further  4  hours.    Cells were 
harvested by centrifugation at 9000rpm for 45 minutes at 4ºC and stored in a ‐80ºC freezer overnight 
to facilitate cell lysis.  The cell pellets were then lysed by French press (2 passes) into 100mM sodium 
phosphate buffer containing 300mM NaCl, 10mM  imidazole and a protease  inhibitor cocktail tablet 
(Roche)  (pH  7.8).    The  lysate was  sonicated  for 5 minutes with 15‐second pulses  followed by 15‐
second gaps in order to break up genomic DNA causing sample viscosity.  Typically, 500ml of original 
culture volume would result in 25ml of cell lysate. 
 
2.2.2.2 Expression of soluble scFv proteins in Escherichia coli strain HB2151 
Escherichia coli HB2151  transformed with  scFv genes  in phagemid vector pCANTAB6 were used  to 
inoculate an overnight culture in 2TY media containing 100µg/ml carbenicillin and 1% glucose.  This 
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was grown at 37ºC with  shaking at 250rpm.   Media was  removed  from  the  culture and  the pellet 
resuspended  in 2TY media containing 100µg/ml carbenicillin and 0.1% glucose.   The bacteria were 
sub‐cultured at a ratio of 1:100.  For medium‐scale expression, culture volumes of 500ml to 1000ml 
were  often  used  in  order  to  produce  sufficient  scFv  for  subsequent  biochemical  and  functional 
analyses.   The cultures were grown at 37ºC with shaking at 250rpm, to an OD600 of 0.6 to 0.8 upon 
which  they  were  induced  with  a  final  concentration  of  1mM  IPTG.    The  induced  cultures  were 
incubated overnight at 30ºC with shaking at 300rpm in an orbital shaker platform.   
 
Culture supernatant was clarified by centrifugation at 9000rpm  for 1 hour at 4ºC, concentrated  to 
one  tenth  its  original  volume  using  a  Vivaflow  200  10kDa  MWCO  peristaltic‐pump  driven  dia‐
filtration cassette (Vivascience) and then exhaustively dialysed into PBS pH 7.4.   
 
For small scale expression analyses, cultures of 5 to 10ml were used and the expression protocol was 
generally as above.  For small scale comparative analyses, cultures were normalised for OD600.  Once 
induced  supernatant was  retained  for  analysis  the bacterial pellets were  re‐suspended  in  ice‐cold 
periplasmic extraction buffer containing 500mM sucrose, 100mM TRIS and 1mM EDTA, pH 8.0.  The 
volume of buffer used was one  tenth  the  final OD normalised volume.   The  resuspended bacteria 
were  vortexed  for  10  seconds  every  5 minutes  for  20 minutes  in  order  to  break  open  the  outer 
membrane of the bacteria.   Spheroplasts were then  isolated by centrifugation at 13,000rpm for 30 
minutes  at  4ºC  and  the  supernatant  (periplasmic  fraction)  retained.    The  spheroplast  containing 
pellet was re‐suspended in dH20 at one tenth the volume of OD normalised culture volume. 
 
2.2.2.3 Purification of TT‐Hc and scFv proteins by Immobilised Metal Affinity Chromatography 
Both  the  recombinant  TT‐Hc  fragment  and  the panel of  scFv  fragments  investigated  in  this  study 
were  tagged  with  a  hexa‐histidine  epitope  sequence  which  coordinates  strongly  with  certain 
transition metals such as nickel and cobalt.  Cobalt metal affinity resin (TALONTM) was used to purify 
the  proteins.    For  every  litre  of  original  culture  supernatant,  2ml  of  TALON  resin  slurry  (1ml  bed 
volume) was added  to  the either  the E.coli BL21  cell  lysate  containing TT‐Hc or  the  concentrated, 
dialysed supernatant  from HB2151 expression of scFvs.   Typically the resin was  incubated with the 
cell lysate or supernatant overnight at 4ºC with gentle rolling.  After further incubation for 1 hour at 
room temperature, the samples were applied to a 10ml gravity flow column containing a scinter for 
collection of  the TALON resin.   The  flow‐through was collected.   For TT‐Hc purification subsequent 
washing steps were conducted with 100mM sodium phosphate buffer containing 300mM NaCl and 
25mM  Imidazole  (pH 7.8).   Typically 4 column volumes of wash buffer were used.   The TT‐Hc was 
then  eluted  in  1ml  fractions  of  100mM  sodium  phosphate  buffer  containing  300mM  NaCl  and 
200mM  imidazole  (pH  7.8).    Fractions were dialysed  exhaustively  into  100mM  sodium  phosphate 
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buffer containing 300mM NaCl  (pH 7.8) at 4°C, aliquoted, and  stored at  ‐80°C  in 5% glycerol.   For 
purification of scFv proteins,  the wash step consisted of 4 column volumes of washes with PBS pH 
7.4.  The scFv proteins were eluted in 1ml fractions using 200mM imidazole in PBS (pH 7.4).  The scFv 
proteins were stored in elutions buffer supplemented with 5% glycerol.   
 
During  IMAC  purification  of  both  TT‐Hc  and  scFv  proteins,  elution  total  protein  content  was 
qualitatively traced with Bradford protein assay reagent using 100µl of reagent and 10µl of sample.  
All  purified  proteins were  analysed  by  reducing  12%  sodium  dodecyl  sulphate‐polyacrylamide  gel 
electrophoresis  (SDS‐PAGE)  followed by staining with Coomassie R‐250.   Western blot was used  to 
confirm the presence of tagged proteins at the correct molecular weight. 
 
2.2.2.4 Size Exclusion Chromatography 
Size  exclusion  chromatography  (SEC)  was  routinely  used  as  a  subsequent  purification  step  after 
purification  of  TT‐Hc or  scFv proteins  by  IMAC.    In both  cases,  it was used  to  isolate monomeric 
protein  forms and  to polish away  contaminant proteins  from  the preparation.   The TT‐Hc protein 
(MW= 53kDa) was excluded using a Superdex‐200 column and scFvs (MW‐30kDa) using a Superdex‐
75 column.     For the Superdex‐200, 1ml volumes of sample, typically containing 5mg of TT‐Hc were 
loaded  and  subsequently  fractionated with  125ml  of  PBS  pH  7.4  and  fractions  of  1ml  size were 
collected.  For the Superdex‐75, 250μl of sample containing variable amounts of scFv was loaded and 
subsequently  fractionated  with  30ml  of  PBS  pH  7.4.    Fraction  sizes  of  0.25ml  were  collected.  
Absorbance of fractions at 214nm and 280nm was measured during the fractionation run using the 
Quadtech detector  in  line with  the BIO‐RAD BIOLOGIC Duo‐flow  system platform.    Fractions were 
analysed by SDS‐PAGE.  Interpolation of elution volume with the standard calibration curves (Figures 
2.2 and 2.3) enabled estimation of apparent molecular weight of fractionated proteins.  The ratios of 
different  protein  peaks were  estimated  from measuring  the  area  under  the  curves  of  each  peak, 
which  takes  into  account  volume  as well  as  concentration.    Collected  fractions were  designated 
according  to  the  fraction collector used.   The  first rack collected  fractions A1  through A90 and  the 
second rack collected fractions B1 through to run end which was before B90. 
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Figure  2.2.    Calibration  of  a  Superdex‐200  gel  filtration  column.    A  Superdex‐200  gel  filtration 
column  was  calibrated  with  a  range  of  proteins  indicated  on  the  standard  curve  with  actual 
molecular weights  ranging  from  12kDa  to  200kDa.    Calibration  took  place  using  100mM  sodium 
phosphate containing 300mM NaCl pH 7.8.  The data were fitted to a straight line equation used to 
interpolate test samples.   
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Figure 2.3.   Calibration of a Superdex‐75 gel  filtration column.   Five proteins of known MW were 
analysed using a Superdex‐75 gel  filtration column.   The retention time at peak  intensity  is plotted 
versus  the  log10MW of each  respective protein.   The  standards have been  fitted  to a  straight  line 
equation (inset) which has an excellent fit (R2=0.96).   
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2.2.2.5 Protein analysis by sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
PAGE  was  executed  using  the  BioRad  Mini‐Protean  2  and  3  systems  in  accordance  with  the 
manufacturers’  instructions.   Typically  for detection of  scFvs and TT‐Hc with molecular weights of 
approximately 30kDa and 50kDa respectively, a stacking gel of 32% bi‐acrylamide and a resolving gel 
of 12% were used as described previously (above).  Typically 40μl of each test sample was heated for 
5 minutes (95°C) with 14μl PAGE loading buffer and typically 20μl was added to each well of the gel.  
Frequently two gels of the same samples were run in duplicate, one for Coomassie blue staining and 
one  for  transfer  to nitrocellulose  for Western Blotting.     A  constant  current of 20mA per  gel was 
applied  for around 60 minutes.   Molecular weight markers  (Pre‐stained protein  ladder; Fermentas) 
were used as standards. 
 
2.2.2.6. Western blotting 
Acrylamide gels  (above) were transblotted onto nitrocellulose using a BIO‐RAD Trans‐Blot SD semi‐
dry  transblotter.   The gel was  laid over nitrocellulose and  sandwiched between  two  thick  slices of 
Whatman filter paper.   All of these components were pre‐soaked  in transfer buffer for 10 minutes.  
The  transfer was  conducted  in  accordance with manufacturer’s  instructions  and  subsequently  the 
nitrocellulose was blocked with 3% Marvel milk powder in PBS pH 7.4 (mPBS), typically overnight at 
4°C.    Antibody  detection  stages were  for  1  hour  per  layer  using  dilutions  recommended  by  the 
manufacturer.   The 9E10 containing supernatant was used at a 1  in 20 dilution and  the polyclonal 
anti‐rabbit antibody at 1  in 50,000.   All antibodies were diluted  in 3% mPBS.   Washes consisted of 
3x10minutes with PBS pH 7.4 containing 0.1% Tween‐20 detergent (PBS‐T) followed by 3xPBS pH 7.4 
washes.   Detection of  chemiluminescent  signal was done using  the  luminal based HRPO  substrate 
and  imaged  using  the  FujiFilm  LAS‐3000  laser  scanning  densitometer  on  the  “Lite”  setting  with 
Chemilumiescent detection and a through filter. 
 
2.2.2.7 Chemical biotinylation of TT‐Hc 
The Pierce EZ‐Link® Sulfo‐NHS‐LC‐LC‐Biotin reagent (sulfosuccinimidyl‐6‐(biotinamido)‐6‐hexanamido 
hexanoate)  is  an  N‐Hydroxysuccinimide  ester  of  biotin  which  reacts  with  primary  amino  groups 
available  in  residues  such  as  lysine.    It  was  used  to  biotinylate  the  purified  monomeric  TT‐Hc 
fragment.  This molecule has a 30.5Å spacer arm to minimise steric hindrance of scFv epitopes on the 
TT‐Hc molecule.  For the purposes of this project, it was necessary to minimally biotinylate TT‐Hc in 
order to reduce the possibility of steric shielding of scFv epitope sites.   The manufacturers protocol 
suggests  that a  reagent: protein molar  coupling  ratio of 20:1  should be used  to achieve an actual 
biotin incorporation of 4 to 5 biotin molecules per molecule of target protein.  It was well known that 
the  relationship  between molar  coupling  ratio  and  actual  incorporation  of  small molecules  into 
proteins  is  neither  linear  nor  generic.    Briefly,  a  10mM  solution  of  the  biotinylation  reagent was 
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prepared  in ddH2O.   Monomeric TT‐Hc at a concentration of 22.6µM was prepared  in a volume of 
2.5ml PBS pH 7.4.  Biotinylation reagent was added at different molar ratios (see Chapter 3; Results) 
and the solution immediately mixed by vortexing and left at room temperature for 1 hour.  The free 
biotinylation  reagent was  removed using a PD10 desalting column and eluted  into 100mM sodium 
phosphate  buffer  containing  300mM  NaCl,  0.05%  surfactant  p20  and  0.005%  sodium  azide.  
Optimum  biotinylation  was  assessed  by  ELISA  based  detection  of  excessive  biotinylation  and  of 
epitope abrogation as measured by scFv binding.  The Sigma HABA/Avidin reagent system was used 
to estimate  the  level of biotin  incorporation  into TT‐Hc.   The working  reagent consisted of 0.3mM 
HABA  (4‐hydroxyazobenzene‐2‐carboxylic acid), 0.45mg/ml avidin, 0.3M NaCl, 0.01M HEPES   buffer 
(N‐[2‐hydroxyethyl]piperazine‐N’‐[2‐ethanesulfonic  acid]),  0.01M  MgCl2  and  0.02%  sodium  azide.  
HABA is a dye that binds to avidin and can be displaced by biotin in stoichiometric proportions with a 
particular extinction coefficient at 500nm.  Sample of interest was added to the HABA/Avidin reagent 
1 part to 9 parts reagent.  The OD500 of the reagent without sample is multiplied by 0.9 to account for 
dilution  in  the  test  sample.    The  OD500  of  the  HABA/Avidin with  sample  is  subtracted  from  the 
corrected control value and the change  in absorbance  is determined.   The change  in absorbance  is 
divided  by  the molar  extinction  coefficient  of  34  and multiplied  by  a  factor  of  10  to  account  for 
dilution,  to obtain  the µmole biotin/ml of  sample.   The  ratio of biotin  to  sample  is determined by 
dividing the number of µmoles of biotin per ml of sample by the µmoles of protein per ml of sample. 
 
 
2.2.2.8 Determination of protein concentration by BCA assay and spectroscopy 
Most commonly,  the  total protein concentration  in  samples was measured by  the Pierce  standard 
BCA assay or Micro BCA assay.   This method  consists of  reduction of Cu2+  to Cu+ by protein  in an 
alkaline medium  (biuret  reaction)  and  subsequent  colorimetric  detection  of  Cu+  with  a  reagent 
containing bicinchoninic acid.  A single Cu+ ion is able to chelate 2 molecules of BCA and the resulting 
purple coloured complex absorbs optimally at 562nm.  For both the BCA and Micro BCA assays BSA 
was used  as  a  standard.    For  the  standard  assay  a dilution  range  from  2mg/ml  in  two‐fold  serial 
dilutions down to approximately 15µg/ml was used.  The working reagent was prepared by mixing 50 
parts BCA reagent A (sodium carbonate, sodium bicarbonate, bicinchoninic acid and sodium tartarate 
in 0.1M sodium hydroxide; concentrations of other reagents not given in manufacturers documents) 
with 1 part reagent B (4% cupric sulfate) and mixed to form a clear green solution.  A dilution series 
of  each  sample  was  prepared  as  appropriate  and  25µl  added  in  triplicate  to  wells  of  a  96‐well 
microtitre plate.  Working reagent was added at a ratio of 8:1.  The reaction was incubated at 37ºC 
for 1 hour and cooled in a fridge.  The absorbance in was measured using an absorbance plate reader 
at  562nm.    Sample  protein  concentrations were  calculated  using  the  standard  curve  straight  line 
equation, generated with the BSA samples.   
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2.2.3 Protocol for Anti‐TT‐Hc ELISA Utilising Direct Antigen Coating and Avidin Capture 
A NuncTM Maxisorb ELISA plate was coated with 100µl of TT‐Hc  in 50mM sodium phosphate buffer 
(pH 7.8), at  a  final  concentration of 10µg/ml.   Coating  took place  for 2 hours at 37ºC.   After  two 
washes with PBS (pH 7.4), the plate wells were blocked with 200µl of 3% MarvelTM in PBS (pH7.4) for 
two hours at 37ºC and washed three times  in PBS (pH7.4).   Unless stated otherwise, all subsequent 
wash steps consisted of three washes with PBS (pH 7.4) containing 0.1% Tween‐20 and three washes 
with PBS  (pH 7.4).   For avidin capture, plates were coated with 100µl of 20µg/ml avidin  in PBS (pH 
7.4), overnight at 4ºC and plates were then blocked with 200µl of 3% MarvelTM in PBS (pH 7.4) for two 
hours at 37ºC and washed three times with PBS (pH 7.4).  Biotinylated TT‐Hc (10µg/ml) was added, in 
a 100µl volume,  to  the wells and  incubated  for 1 hour at  room  temperature  followed by standard 
washes.  Subsequently, three types of assay were conducted as follows: 
 
(1) Measurement  of  the  binding  of  soluble  scFv  either  at  a  fixed  concentration  for  comparison 
between constructs or as a dose response often from 200µg//ml downward in doubling dilutions in 
order to obtain an estimate measure of scFv KD. 
Appropriate wells were incubated with 100µl of scFv diluted to an appropriate concentration with 3% 
MarvelTM in PBS (pH 7.4), for one hour at room temperature.    The plate was washed and bound scFv 
was detected using 100µl of the murine 9E10 monoclonal antibody (CR‐UK) at a dilution of 1 in 50 in 
3% MarvelTM in PBS (pH 7.4).  Incubation for the primary detection step was conducted for 1 hour at 
room  temperature.    After  subsequent  washing  of  the  plate  the  wells  were  incubated  with  a 
secondary detection antibody,  goat anti‐mouse HRPO conjugate at a dilution of 1:10,000 in PBS (pH 
7.4), containing 3% MarvelTM. 
 
(2) Measurement of the binding of phage‐scFv fusions either at a fixed titre of phage or at a range 
of dilutions to create a dose response binding curve.   
Appropriate wells were  incubated with 100µl of phage‐scFv  for 1 hour at  room  temperature.   The 
phage fusions were diluted with 3% Marvel TM in PBS (pH 7.4).  A dilution series was often used from 
1  in 2  in 2‐fold steps down  to 1  in 1024.   After washing of  the wells, bound phage were detected 
using a monoclonal anti‐M13 antibody directly conjugated  to HRPO.   The conjugate was used at a 
dilution of 1:5000 in 3% MarvelTM / PBS pH 7.4.  A volume of 100µl of conjugate was incubated for 1 
hour at room temperature in each well.    
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(3) Competition binding study ELISA – assaying phage‐scFv binding  in the presence of absence of 
soluble scFv. 
Coated toxin was pre‐incubated with 50µl of scFv at a concentration of approximately 200µg/ml  in 
3% MarvelTM  PBS  (pH7.4)  for  1 hour  at  room  temperature.    Fifty microtitre of  Phage‐scFv  at  two 
times the desired final  limiting dilution  in 3% MarvelTM PBS (pH 7.4) was added to the wells already 
containing  pre‐incubated  scFv,  mixed  thoroughly  and  left  for  1  hour  at  room  temperature.    A 
negative scFv control was included.  The plate was washed and phage‐detected as in (2) above. 
 
(4) Anti‐TT‐Hc scFv Display Level Analysis by ELISA 
In order to estimate scFv phage display propensity, phage preparations of approximately equal titre 
(1‐4 x 1013 phage/ml), corresponding to 1:2 dilutions of neat phage preparations in PBS, were added 
100μl  per  well  to  two  separate  NuncTM  Maxisorb  96‐well  ELISA  plates  (VWR)  in  triplicate  and 
incubated for 2 hours at 370C. After two washes with PBS (pH 7.4), the plate wells were blocked with 
200µl of 3% MarvelTM  in PBS (pH7.4) for two hours at 37°C and washed three times  in PBS (pH7.4).  
Subsequent wash steps were conducted as detailed above.  To one plate anti‐His6‐HRPO (1 in 5000) 
was added 100μl per well and incubated for 1 hour at room temperature. Washing was followed by 
addition of POD substrate (Roche). To the other plate 100µl of anti‐P3 (1 in 1000) was incubated for 1 
hour  at  room  temperature.   Appropriate washing  steps  followed by  addition of  anti‐mouse‐HRPO 
conjugate ( 1 in 10,000) and incubation for 1 hour at room temperature.   
 
For  all  forms  of  ELISA  described,  following  addition  of  the  final  layer  HRPO  conjugate  detection 
antibody, a washing step was conducted followed by addition of peroxidise substrate (POD, Roche).  
The peroxidise  reaction was allowed  to proceed as desired and  stopped with 1M HCL.   The plate 
wells were read on an absorbance plate reader at 450nm. 
 
 
2.2.4 Surface Plasmon Resonance Binding Analysis: BIAcoreTM 
 
2.2.4.1 Ligand Immobilisation 
Typically streptavidin (SA) chips were used for all experiments carried out on the BIAcore 3000.  The 
running  buffer  used was  100mM  sodium  phosphate  pH  7.4  containing  300mM NaCl,  0.005%  p20 
surfactant and 0.005% sodium azide.  Running buffer was degassed via bubbling of nitrogen gas for 1 
hour  and  subsequently  filtered  through  a  0.2µm  PES  filter  using  vacuum  filtration  units.    All 
experiments were carried out using two flow‐cells including a test and reference.  New SA chips were 
allowed  to  equilibrate  to  room  temperature  before  opening,  docking  and  priming  with  running 
buffer.  The flow cells were then conditioned with three 1‐minute pulses of 1M NaCl + 50mM NaOH 
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at  a  flow  rate of 30µl/min.   The output RU  signal was  allowed  to  stabilise with  running buffer  at 
30µl/min  overnight.    Biotinylated  TT‐Hc  (1:1  biotin:toxin  ratio) was  diluted  to  1µg/ml  in  running 
buffer and applied to flow‐cells 2 and/or 4  in short 5µl pulses at 30µl/min until approximately 700‐
800 RU signal was bound.  
 
2.2.4.2 Regeneration Scouting 
The  appropriate  buffer  for  disrupting  the  interaction  between  TT‐Hc  and  a  scFv  of  interest was 
determined empirically using a  regeneration scouting kit.   Optimal  regeneration conditions were a 
30‐60s pulse of 10mM glycine‐HCL pH 2.5 at 30µl/min.   
 
2.2.4.3 Kinetic Experiments 
Typically, highly pure monomeric  scFv prepared by  size exclusion  chromatography was exchanged 
into  running  buffer  using  a  PD10  gel  filtration  column.    A  dilution  series  encompassing  a 
concentration range of 500nM to 4nM scFv was prepared serially using running buffer as diluents.  A 
kinetics wizard was run using a flow rate of 30µl/min, implementing a 3 minute association phase, 10 
minute dissociation phase and a  regeneration phase of 30  seconds with 10mM glycine‐HCl pH 2.5 
followed by a 10 minute stabilisation period before the subsequent cycle.   All concentrations were 
run in duplicate, preceded with 3 buffer only warm‐up cycles and followed by two buffer only cycles 
to provide double referencing data.  The antibody solutions were run in order of most concentrated 
to least concentrated. 
 
 
2.2.4.4 Evaluation of Kinetic Experimental Data 
Kinetic  scFv  binding  experiments  were  evaluated  using  the  BIAevaluation  software  (version  4.1; 
2003).   All reference flow‐cell subtracted response curves were checked first for air spikes or other 
anomalies and  removed  from  subsequent  fits.   Next  the curves were plotted  (including  zero  runs) 
and regeneration spikes removed as well as pre‐injection areas.   Next the curves were transformed 
by averaging all curves at a point  immediately prior  to  injection  start and  this baseline was  set  to 
zero.  For presentation purposes, the antibody binding curves were double referenced with a buffer 
only run to remove any systematic noise.  Various approaches were used to fit data.  In some cases 
the global fit (koff/kon) tool was used to fit a suitable model to the data and measure rate constants.  
Injection  start  and  stop  points  were  set  and  association/dissociation  phases  highlighted.    An 
assessment  of  the  fit  appropriateness  was  conducted  by  considering  Chi2  values,  residuals,  rate 
constant error and visual  inspection of fit  lines.   In cases where the software fit RI values that were 
clearly not appropriate, the data was refit setting RI to zero.    In some cases the dissociation phase 
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was  fit  globally  and  the  koff  value  obtained  used  in  separate  fitting  of  the  association  phase  as  a 
constant parameter. 
 
2.2.5 Phage Display 
 
2.2.5.1 Production, preparation and titration of helper phage 
Helper phage (VCSM13; Original sample obtained from Stratagene) was prepared in‐house.   A 10ml 
overnight culture of Escherichia coli XL1‐Blue, grown in 2TY containing 15µg/ml tetracycline was sub‐
cultured into two flasks at a 1:100 ratio each containing 500ml of 2TY with 15µg/ml tetracycline.  The 
bacteria were grown  to an OD600 of approximately 0.5 and  infected with a  sample of  the previous 
stock of helper page at an M.O.I of 20:1.  Infection was allowed to take place at 37ºC with no shaking 
followed by 30 minutes with shaking at 200rpm at 37°C.  Kanamycin was then added to the culture to 
a final concentration of 50µg/ml  and the culture was left shaking overnight at 37ºC with shaking at 
200rpm.  The cultures were then centrifuged at 4000rpm for 30 minutes at 4ºC and the helper phage 
containing supernatant (1L) transferred to a 2L glass Duran bottle containing 200ml of ice‐cold PEG‐
8000 with 2.5M NaCl.   The phage were  left  to precipitate at 4ºC  for at  least 2 hours before being 
centrifuged at 4000rpm for 60 minutes at 4°C.  The helper phage were resuspended in 100ml of PBS 
pH 7.4, containing 10% glycerol, and insoluble debris removed by centrifugation at 13,000rpm for 30 
minutes at 4ºC.  The helper phage containing supernatant was aliquoted (1ml aliquots), snap frozen 
in liquid nitrogen and stored at ‐80ºC.  Helper phage that had been freeze thawed once was titred for 
infectivity.    Escherichia  coli  XL1‐Blue  sub‐cultured  from  an  overnight  culture were  grown  in  2TY 
containing 15µg/L tetracycline to an OD600 of 1.0 and dispensed into 0.5ml aliquots in 7ml universal 
tubes.   The new helper phage stock was diluted  in ten‐fold serial dilutions down to a dilution range 
encompassing an approximate titre of between 103 to 105 phage/ml.   This was estimated based on 
spectroscopic analysis.  An OD270 of 1.0 represents approximately 5x10
12 total helper phage particles 
per ml.  Dilution volumes were 100µl in 2TY media.  Each helper phage dilution (10µl) was added in 
triplicate to 0.5ml of the bacterial cell aliquots and then 3ml of warm liquid 2TY top‐agar was added 
to  the universal  tube  and  the bacteria were mixed by quick  rolling.   The  top  agar‐bacteria‐helper 
phage mixture was poured onto the surface of a 2TY‐agar plate containing 15µg/ml tetracycline.  The 
top‐agar was allowed  to  solidify and  the plates  inverted and  incubated overnight at 37°C.   Helper 
phage plaques appearing as clear discs in a bacterial lawn were counted.   Triplicate counts for each 
dilution in the appropriate range (50 to 200 plaques per plate) were averaged and multiplied by 100 
to obtain  the number of plaques per ml of helper phage dilution.   This was  then multiplied by  the 
dilution factor to obtain the total number of infective helper phage in the neat preparation.   
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2.2.5.2 Phagemid production 
For production of monoclonal phage fusions, XL1‐Blue E.coli transformant colonies were  inoculated 
into a 5ml  culture of 2TY  containing 15µg/ml  tetracycline, 100µg/ml  carbenicillin and 1% glucose, 
which  was  left  to  grow  overnight  at  37°C  with  shaking  at  250rpm  in  an  orbital  shaker  (Sanyo‐
Gallenkemp).  The overnight culture was sub‐cultured at a 1:100 ratio into 50ml of 2TY containing 1% 
glucose, 15µg/ml tetracycline and 100µg/ml carbenicillin and grown to an OD600 of 0.5. 
 
For  production  of  a  phage‐fusion  library,  the  pooled  library  was  inoculated  into  50ml  of  2TY 
containing  15µg/ml  tetracycline,  100µg/ml  carbenicillin  and  1%  glucose.    In  order  to  maintain 
absolute  diversity  the  final OD600  after  inoculation with  the  library  glycerol  stock was  0.01.    The 
culture was grown with shaking (250rpm) at 37°C until the OD600 had reached 0.5.   
 
For both production of monoclonal phage‐scFv fusions and library fusions, the protocol followed was 
the same from this point forward.  Helper phage (VCSM13, Stratagene) was added to the bacteria at 
an M.O.I of 20:1 and the culture incubated at 37°C with no shaking for 30 minutes followed by gentle 
shaking at 200rpm for a further 30 minutes at 37°C.  The culture was then centrifuged at 3000rpm for 
10 minutes at  room  temperature and  the supernatant  removed.   The pellets were  resuspended  in 
50ml of 2TY containing 50µg/ml kanamycin and 100µg/ml carbenicillin and then cultured overnight 
at  30°C  with  shaking  at  300rpm.    The  culture  supernatant  was  isolated  by  centrifugation  at 
13,000rpm for 30 minutes at 4°C and split into two 25ml aliquots in 50ml centrifuge tubes.  To each 
of these, 5ml of  ice‐cold 20% PEG‐8000 containing 2.5M NaCl was added and and the solution was 
mixed well and  incubated on  ice for at  least 2 hours to precipitate the phage particles.   Precipitate 
was isolated by centrifugation for 1 hour at 4°C using a speed of 4000rpm and all of the supernatant 
carefully  aspirated.    Any  remaining  supernatant  was  allowed  to  drain  away.    Each  phage  pellet 
derived from 25ml of supernatant was re‐suspended  in 2.5ml of  ice‐cold, sterile PBS  (pH 7.4).   Any 
insoluble  elements  were  removed  by  centrifugation  in  a  microcentrifuge  at  13,000rpm  for  10 
minutes at 4°C.  The phage containing supernatant was removed and used immediately.  Short‐term 
storage was  at  4°C  (for  up  to  a week)  and  for  long‐term  storage,  glycerol was  added  to  a  final 
concentration of 10% and the phage‐fusions aliquoted, snap frozen in liquid nitrogen and stored at ‐
80°C.   
 
2.2.5.3 Phagemid titration 
Total phage titre was determined using spectroscopy.  An OD270 of 1.0 approximates to a phage titre 
of 1.1x1013 phage particles per 1ml of neat phage solution for a phagemid of 5kb (Russel et al., 2004).  
To determine the  infective titre, an  infection assay was conducted.   Escherichia coli strain XL1‐Blue 
were grown  in 2TY containing 15µg/ml tetracycline overnight at 37ºC with shaking at 250rpm  in an 
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orbital  shaker.    The  bacteria were  sub‐cultured  at  a  1:100  ratio  in  fresh  2TY  containing  15µg/ml 
tetracycline and grown to an OD600 of approximately 0.5.  The phagemid particles were diluted in PBS 
1 in 10 and then serially ten‐fold down to 1 in 1x108.  The bacteria were divided into 0.5ml aliquots 
and 10µl of each phage dilution was added to each aliquot  in triplicate for each dilution and gently 
mixed with a pipette.  Infection was allowed to take place at 37ºC for 30 minutes before 50µl of the 
infected  bacteria  were  plated  on  90mm  2TY‐agar  plates  containing  1%  glucose,  100µg/ml 
carbenicillin and 15µg/ml tetracycline.  A mock infection control was utilised to assess for any phage 
contamination in buffer or bacteria.  Phage dilutions which gave colony counts in the 50 to 200 range 
per  plate were  used  to  calculate  titre.    The  average  colony  count  for  triplicate  plates  of  a  given 
dilution was multiplied  by  10.2  to  obtain  the  number  of  infective  phage  particles  in  10µl  of  the 
respective phage dilution.   This was multiplied by a factor of 100 to obtain the number of  infective 
phage particles per ml of  the  respective dilution.   Finally  this value was multiplied by  the dilution 
factor to obtain the number of infective phage particles per ml of neat phage preparation.   
 
2.2.5.4 Phage bio‐panning 
Approximately 1x1011 infective input phage (in 750µl PBS pH 7.4) were added to 750µl of B‐TT‐Hc in 
6% mPBS, to give a mixture with a final block concentration of 3%.  The concentration was varied and 
fixed  (see Chapter 6; results section) and a no toxin control was always used to assess background 
binding levels.  The phage and B‐TT‐Hc were incubated in 1.5ml microfuge tubes that had been pre‐
blocked with 3% mPBS  for 2 hours at  room  temperature with  rolling.   The phage‐toxin  incubation 
time  was  typically  1  hour  at  room  temperature  with  rolling.    In  some  cases  the  mixture  was 
subsequently spiked with a 100‐fold molar excess of non‐biotinylated toxin and the mixture left for a 
further  5  hours  at  room  temperature with  rolling.    Following  this  incubation  step,  100µl  of  pre‐
blocked  streptavidin  magnetic  dynabeads  were  added  to  the  mixture  and  incubated  at  room 
temperature  for 15 minutes with rolling.   The dynabeads were then  isolated using a magnetic rack 
for 1‐minute.  The supernatant containing unbound phage was removed by aspiration with a pipette.  
The beads were  then  subject  to  iterative washing with PBS  containing 0.1%  tween‐20 pH 7.4 and 
then PBS pH 7.4.  The number of washes was varied (see Chapter 6; results section) and a magnetic 
rack used to  isolate the beads after each washing step.   Bound phage was then eluted with 1ml of 
100mM TEA for 8 minutes at room temperature with rolling.  The beads were isolated and the eluate 
neutralised with 0.5ml Tris‐HCl (pH 7.4).   Meanwhile, exponentially growing E.coli XL1‐Blue (OD600 = 
0.5)  in 2TY containing 15µg/ml  tetracycline were  split  into 10ml aliquots  in 15ml centrifuge  tubes.  
Phage  eluate  (750µl)  form  each  phage  display  experiment was  added  to  the  bacteria, mixed  by 
inversion  and  then  incubated  at  37ºC with  no  shaking  for  30 minutes.   Using  10µl,  the  infected 
culture was diluted 1  in 10  in 2TY and from this dilutions of 1  in 100 and 1  in 1000 were produced.  
These dilutions  (10µl) were  then plated  in  triplicate on 2TY‐agar containing 100µg/ml carbenicillin, 
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15µg/ml  tetracycline  and  1%  glucose.    The  remainder  of  the  infected  culture was  centrifuged  at 
4000rpm for 10 minutes at room temperature and resuspended in 500µl of 2TY.  This was plated in 
250µl volumes on 150mm 2TY‐agar plates containing 100µg/ml carbenicillin, 15µg/ml  tetracycline, 
1% glucose and grown overnight at 37ºC  for no more than 16 hours.   The output phage was titred 
from the dilution series.   The number of colonies from the appropriate dilution (50 to 200 colonies 
per 90mm plate) were averaged from triplicate values and multiplied by 100 to obtain the number of 
colonies  per ml  of  the  dilution.    This  number was multiplied  by  the  dilution  factor  to  obtain  the 
number of colonies in 1ml of the neat phage infected bacteria.  This was multiplied finally by 10.75 to 
obtain  the  total number of  infective  eluted phage  in 750µl of  the neat  eluate.    This number was 
multiplied by 2 to obtain the total number of  infected phage eluted (i.e.  in the 1.5ml of neutralised 
eluate).   
 
2.2.5.5 Storage of phage libraries as bacterial glycerol stocks 
Phage  libraries  in E.coli cultured on the 150mm plates were stored as follows.   Scraping buffer (2TY 
media  containing  100µg/ml  carbenicillin,  15µg/ml  tetracycline,  1%  glucose  and  15%  glycerol) was 
added  (15ml  per  plate)  to  each  phage  output  plate  and  a  sterile  spreader  used  to  dislodge  the 
bacteria.  The bacteria were removed to a flacon tube, mixed to create a homogeneous solutions and 
then  aliquoted  in  1ml  sized  aliquots  into  1.5ml microfuge  tubes.    The  glycerol  stocks were  snap 
frozen  in  liquid nitrogen and  stored at  ‐80ºC.   The glycerol  stocks were diluted 1  in 10  in  scraping 
buffer  and  titred  by  spectroscopy.    An OD600  of  1.0  equates  to  approximately  8x10
8  E.  coli  cells 
(Sambrook and Russell, 2001).   The number of viable bacteria was also determined by plating serial 
dilutions of glycerol stock on selective agar media. 
 
2.2.5.6 Enrichment and Panning Iteration 
Bacterial‐phagemid  glycerol  stocks  from  previous  rounds  were  inoculated  into  50ml  of  2TY 
containing  100µg/ml  carbenicillin,  15µg/ml  tetracycline  and  1%  glucose  to  a  starting  OD600  of 
between 0.01 and 0.05.  Input phage for subsequent rounds were generated and prepared following 
the  protocol  outlined  above.    For  analysis,  clones were  subject  to  a  PCR‐based  and  subsequent 
fingerprint  enzyme digest method which  identified  the N  and C‐terminal  scFv  components of  the 
tandem‐scFv clones.  Linker identity was determined by DNA sequencing.  The identity determination 
assay is described in results section Chapter 6.   
 
2.2.5.7 Measurement  of  phage display  levels  and  non‐fused  scFv  expression using western blot 
with quantitative laser scanning densitometry analysis 
For measurement of phage display propensity, equal numbers of phage displaying each of  the 15 
scFv  clones  and  a  helper  phage  control  were  subject  to  reducing  SDS‐PAGE  and  subsequently 
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electroblotted onto nitrocellulose (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).  Each clone and the helper 
phage were probed with a murine anti‐pIII antibody followed by a goat anti‐mouse HRPO secondary.  
Simultaneously  the  samples were  probed with  HRPO  conjugated murine  anti‐his6  antibody.    The 
detection of pIII  is a measure of total phage present and the measurement of the his6 tag  indicates 
levels of scFv displayed.  In the case of non‐fused scFv, the supernatant (5µl), periplasmic (0.5µl) and 
supernatant  (0.5µl)  fractions  were  subjected  to  reducing  SDS‐PAGE  and  electroblotted  onto 
nitrocellulose.  Probing with anti‐his6 HRPO was used to measure the scFv levels.  In both the case of 
measuring levels of scFv fused to phage and of non‐fused scFv, western blots were developed using 
the  ECL  plus  western  blotting  detection  system  (GE  Healthcare,  Buckinghamshire,  UK).  
Chemiluminescent  signals  were  detected  and  measured  using  quantitative  laser  scanning 
densitometry  [LAS3000 CCD  Imaging System]  (Fujifilm,  Japan)  facilitated with  the AIDA Biopackage 
image analyser software (Raytest, Germany) (Csokova et al., 2004; Skrabana et al., 2004).   Absolute 
signal  intensities  derived  from  the  chemiluminescent  signal were  corrected  for  local  background 
signal and used  to produce a  relative  ranking of  scFv display  level and  levels of non‐fused  scFv  in 
spheroplast, periplasm and supernatant.   
 
2.2.5.8 Measurement of scFv display level by ELISA 
As an additional measurement of scFv levels on phage, an ELISA methodology was used.  Neat phage 
(100µl) were coated onto 96‐well Maxisorp Nunc‐Immunoplates  (Thermofisher Scientific, Roskilde, 
Denmark).  Following a blocking step with MarvelTM dried milk powder (Premier International Foods 
Ltd, Spalding, UK), pIII and his6 immunodetection were facilitated with the antibodies used during the 
western blot procedure.   The assay was developed using BM‐Blue POD substrate and stopped with 
1M HCL.  Binding signal (OD450) was measured using a SpectraMax 340PC plate reader.  A ratio of pIII 
to his6 OD450  values was used  as  an  indication of  relative display  level  to  account  for  variation  in 
phage titre and rankings were produced accordingly. 
 
 
2.2.6 Molecular Biology Techniques 
 
2.2.6.1 Isolation and Purification of DNA 
DNA was  isolated  from bacterial  cultures, PCR  reaction mixtures  and  from  agarose  gels using  the 
QIAquick  Spin  range  of  DNA  isolation  and  purification  kits manufactured  by  QIAGEN.    This  well 
established  technology  utilises  a  spin  column  based  platform.    The  spin  columns  contain  a  silica‐
based membrane which  selectively binds DNA molecules  in  the presence of high  concentration of 
chaotropic  salts and  lower pH  conditions  (5.0 optimum).   Contaminants pass  through  the  column, 
and  following  ethanol‐based washing  steps,  DNA  is  eluted  in water  or  a  Tris  based  buffer.    The 
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elution conditions are  low‐salt and higher pH (7.0 to 8.5 optimum).   The protocol for  isolating DNA 
varies depending on the type and source of DNA being obtained. 
 
Plasmid and phagemid DNA 
Plasmid or phagemid DNA were isolated and purified using the QIAprep Spin Miniprep Kit from 5ml 
overnight  cultures  of  E.coli  XL1‐Blue  grown  in  the  presence  of  1%  glucose  (lac  suppression), 
100µg/ml  carbenicillin  (plasmid  selection),  and  15µg/ml  tetracycline  (F  plasmid  selection).    The 
bacteria were  pelleted  by  centrifugation  at  4000rpm  for  10 minutes  at  room  temperature.    The 
pellets were lysed and DNA purified following the manufacturers protocol and using the buffers and 
reagents supplied in the manufacturers’ kits.  Most commonly, the DNA was eluted in 50µl volumes 
of nuclease free water and stored at ‐20°C.  This procedure commonly achieved yields of 5 to 20µg of 
plasmid DNA per 5ml of culture. 
 
DNA purification by clean‐up method 
The QIAquick PCR purification kit was commonly used to  isolate DNA fragments from PCR reactions 
but also from enzymatic digests and ligation reactions.  It was used as a clean‐up procedure.  Briefly, 
5‐volumes of buffer PBI, which contained guanidine hydrochloride and  isopropanol was added to 1 
volume of PCR  reaction or enzymatic digestion.   The DNA was  then  isolated on a silica‐membrane 
column  following  the manufacturers’ protocol, washed with buffer PE, which contains ethanol and 
eluted  in  30µl of nuclease  free water.    This protocol  allows  separation of  PCR primers  and other 
nucleotides less than 40bp in length from larger nucleotide particles.  However, for situations where 
the  PCR  product was  to  be  used  in  a  subsequent  PCR  reaction  or  for  a  ligation,  the  fragment  of 
interest was isolated by gel extraction. 
 
DNA fragment isolation by gel extraction 
For  impure  DNA  fragments  that  were  to  be  used  in  ligation  reactions  or  as  substrates  in  PCR 
reactions,  a  high  level  of  purity was  obtained  by  gel  extraction method  using  the  QIAquick  Gel 
Extraction Kit.   Samples containing the DNA of  interest underwent electrophoresis  in a 1% agarose 
gel with ethidium bromide staining.  The DNA fragment of interest was extracted by excision with a 
scalpel blade under  low  intensity UV  light using a UV transilluminator.   Exposure of DNA to the UV 
light was temporally limited to minimise damage and sample corruption.  The gel slice was weighed 
and dissolved  in buffer QG which contains guanidine thiocyanate.   Buffer QG was used at a ratio of 
3:1 based on the principle that 100mg of agarose gel is equivalent to a liquid volume of 100µl.  One 
gel volume of isopropanol was added and the DNA isolate don a silica‐based spin column membrane 
following the manufacturers protocol.  Following washing with buffer PE, the DNA was eluted in 30µl 
of nuclease free water.   
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2.2.6.2 DNA concentration determination 
Plasmid  or  phagemid  DNA  was  quantified  using  a  Thermo  Scientific  NanoDropTM  1000 
Spectrophotometer.   This device allowed accurate determination of concentration and purity, using 
only  1µl  of  neat  sample  avoiding  dilutions which  can  introduce  error.    The  sample  absorption  at 
260nm and 280nm was measured and the 260nm value converted to DNA concentration based on 
the  fact  that  a  reading  of  1.0  equates  to  a  plasmid  DNA  concentration  of  50µg/ml.    The 
260nm/280nm ratio was used as a measure of purity and samples with a ratio of less than 1.6 were 
discarded.   For accurate concentration determination of PCR products,  laser scanning densitometry 
using a FujiFilm LAS‐3000 instrument (see 2.2.6.3), was employed to measure the degree of ethidium 
bromide staining of sample bands and in the Bioline Hyperladder I and IV.  A standard line association 
was constructed from the marker staining and interpolated to quantitate the sample DNA. 
 
2.2.6.3 Agarose Gel Electrophoresis 
Typically DNA samples were analysed by agarose gel electrophoresis.  The most commonly used gels 
were  1%  agarose based  (Bioline), but  3% NuSieve Agarose  (Lonza)  gels were used  for  analysis of 
BstNI digests which often  involves  the  resolution of  fragments  as  small  as 100bp.    Three  sizes of 
electrophoresis system were used for agarose gels, all supplied by Anachem/Scotlab, which used gel 
volumes of 30ml, 100ml and 500ml respectively allowing the analysis of up to 30, 52 or 104 samples 
simultaneously per tank.  Agarose was prepared in TAE buffer and ethidium bromide added prior to 
pouring  (1µg/ml  final  concentration).   The  samples were electrophoresed at 100V  for  the desired 
period of time to allow adequate resolutions for the analysis conducted.  Gel samples were visualised 
using  the FujiFilm  LAS‐3000 CCD  imaging  system, at a wavelength of 312nm.   The  iris  setting was 
F.2.8 with  filter  605DF40.   Gel  images were  formatted  using  the  AIDA  Image  Analyser  software.  
Molecular weight markers were  Hyperladder  I  (10kbp  to  200bp)  and  Hyperladder  IV  (1000bp  to 
100bp). 
 
2.2.6.4 Enzymatic Restriction Digests 
Restriction enzymes were typically purchased from either NEB or Fermentas.  The following table 
summarises the digests performed and reaction conditions used.  The reaction volume varied (see 
individual reactions detailed in Results Chapters).  Temperatures and times are shown in the Table 
2.7.  A typical reaction would contain 10 units of each enzyme used, the reaction buffer and any 
other supplements such as BSA.
Table 2.7.  Restriction enzyme digest conditions. 
 
 
Enzyme  Supplier  Recognition Sequence  Reaction Temp (°C)  Reaction  Time  (Hours)  Buffer  Principal Application 
AscI *  NEB  5’GGCGCGCC 3’  37  3  NEB‐4  Fingerprinting 
BsmI ^ §  NEB  5’ GAATGCN 3’  65  5  NEB‐2/3  Cloning 
BstNI ˜  NEB  5’ CCWGG 3’  60  16  NEB‐2 + BSA‡  Fingerprinting 
NcoI †  NEB  5’ CCATGG 3’  37  3  NEB‐3  Diagnostic 
NotI ^  NEB  5’ GCGGCCCGC 3’  37  5  NEB‐3 + BSA  Cloning 
SfiI †  NEB  5’ GGCCNNNNNGGCC 3’  50  3  NEB‐2 + BSA  Diagnostic 
SmaI *  NEB  5’ CCCGGG 3’  25  3  NEB‐4  Fingerprinting 
DpnI ˜  Fermentas  5’ GATC 3’  37  1  Tango  SDM 
Mva1269I §  Fermentas  5’ GAATGCN 3’  37  5  R  Cloning 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Used in a double digest: 3 Hours 25°C, proceeded by 3 Hours at 37°C, proceeded by 30 minutes thermal deactivation at 65°C.  Both enzymes present from 
reaction initiation. 
^ Used in double digest: 5 Hours at 37°C followed by 5 hours at 65°C.  BsmI added after initial NotI incubation.  NEB‐3 + BSA used. 
§ Mva1269I is an isoschizomer of BsmI.  Double digest with NotI conducted for 5 hours at 37°C, both enzymes present from reaction initiation.  NEB‐2 used. 
˜ BstNI or DpnI were added directly to PCR mixtures post‐PCR.  Their respective buffers were also added  to a final 1x concentration 
† Used in double digest with either NotI or BsmI – appropriate combinations of reaction conditions used. 
‡ Where relevant, BSA was added to a final concentration of 0.1mg/ml. 
 
Buffer Compositions 
NEB‐2: 
10mM Tris‐HCl, 50mM NaCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol, pH 7.9 (25°C) 
NEB‐3: 
50mM Tris‐HCl, 100mM NaCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol, pH 7.9 (25°C) 
NEB‐4: 
20mM Tris‐acetate, 50mM potassium acetate, 10mM magnesium acetate,  1mM dithiothreitol 
Tango: 
33mM Tris‐acetate, 10mM magnesium acetate, 66mM potassium acetate, 0.1mg/ml BSA, pH 7.9 
R: 
10mM Tris‐HCl, 10mM MgCl2, 100mM KCl, 0.1mg/ml BSA, pH 7.9 
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2.2.6.5 Cloning and Ligation 
Molecular  cloning  and  ligation  was  extensively  used  in  construction  of  a multi‐scFv, multi‐linker 
tandem‐scFv  library.   The  cloning  strategy used  is described  in  full detail  in Chapter 5.   Generally, 
ligation  steps  involved a  recipient vector  (pCANTAB6) and a PCR product  insert.   Following double 
digestion of both vector and  insert with the relevant restriction endonuclease enzymes, the vector 
DNA was dephosphorylated with shrimp alkaline phosphatase (SAP) to remove 5’ terminal phosphate 
groups from vector DNA prior to ligation.  Typically, the digested vector DNA (1‐3µg) was incubated 
with 1 unit of SAP per 1pmole of DNA 5’  termini and  incubated at 37°C  for 30 minutes  following 
manufacturers’  instructions.   The reaction was then heated  to 80°C to  inactivate both the SAP and 
the  restriction  endonuclease  enzymes  used  for  vector  digestion.    The  digested  PCR  product  and 
digested, dephosphorylated vector DNA was then purified by gel extraction and quantified by  laser 
scanning densitometry.   An  insert to vector molar ratio of 3:1 was typically used with  incubation at 
16°C  overnight  in  a  PCR  thermo‐cycler.    Thermal  inactivation  of  the  ligase  followed  prior  to 
electroporating the  ligation products.   Typically 450ng of tandem‐scFv  insert was  ligated  into 750ng 
of vector using 0.1units of T4 DNA Ligase (New England Biolabs).  
 
2.2.6.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) and Site Directed Mutagenesis 
Polymerase  chain  reaction  was  used  to  amplify  DNA  in  multiple  experiments  throughout  this 
research.   The exact details for  individual experiments are outlined  in the relevant results chapters.  
In general, PCR was used to (1) conduct colony PCR to check insert sizes post‐ligation or to generate 
products  for  fingerprint digestion,  (2) conduct SDM and  (3) amplify  inserts  for  ligation.   Generally, 
TAQ polymerase (of Thermus aquaticus) from Cancer Research UK or from Fermentas was used for 
diagnostic  PCRs  and  for  higher  fidelity  applications  such  as  SDM  and  library  construction,  KOD 
polymerase  (Thermococcus  kodakaraensis) was  used  (Table  2.8).    Cycling  conditions  varied  from 
polymerase  to polymerase and  from application  to application.   When manufacturer’s  instructions 
were not followed, then optimised conditions were used and these are stated where appropriate in 
the Results text.   
 
Site directed mutagenesis (SDM) was done to mutate silently mutate a Not I restriction site as part of 
the  tandem‐scFv  cloning  strategy.   All  SDM  reactions were  done  using Novagen  KOD  polymerase 
following  their  recommended  conditions.    Mutagenic  primers  were  designed  following 
recommendations  on  the  Stratagene website.    SDM  thermocycling  product was  digested with  10 
units of Dpn I to remove methylated parental DNA prior to electroporation.   
 
 
 
Table 2.8. Common PCR reaction constituents.  For 25µl final reaction volume (unless stated otherwise). 
 
Reaction Constituent 
Stock Concentration 
KOD Polymerase 
(Standard PCR) 
KOD Polymerase 
(SDM) (50µl total) 
TAQ Polymerase 
(Standard PCR) 
DreamTaq 
(Standard PCR) 
Primer 1 (10 pmol/µl)  1.5µl  1.0µl  2.5µl  2.5µl 
Primer 2 (10 pmol/µl)  1.5µl  1.0µl  2.5µl  2.5µl 
10x Buffer *  2.5µl  5.0µl  2.5µl  2.5µl 
Mg Source (25mM) †  1.5µl (MgSO4)  4.0µl  2.5µl (MgCl2)  NA 
dNTP Mix [Variable]  2.5µl (2mM Stock)  5.0µl (2mM Stock)  2.5µl (2.5mM Stock)  2.5µl (2.5mM Stock) 
DNA Polymerase [Variable]  0.25µl (1u/µl stock)  1.0µl  (1u/µl)  0.25µl (5u/µl stock)  0.25µl (5u/µl stock) 
Template  0.5µl (culture/10ng  plasmid)  1.0µl (20ng plasmid DNA)  0.5µl (culture/10ng  plasmid)  0.5µl (culture/10ng  plasmid) 
100% DMSO  1.25µl  2.5µl  1.25µl  1.25µl 
Nuclease Free Water  13.5  29.5µl  10.5µl  13.0µl 
* Buffer contains 25mM MgCl2 for DreamTaq 
† Mg Source is MgSO4 for KOD Polymerase and MgCl2 for TAQ Polymerases 
 
 
A generalised account of cycling conditions: 
 
Step 1: Initial denaturation at 95°C for between 1 minutes and 5 minutes. 
Step 2:  Denaturation at 95°C for between 30s and 60s 
Step 3: Annealing for between 10s and 60s at possible temnperatures ranging from 45°C to 65°C 
Step 4: Extension for between 15s and 120s at 70°C (KOD Pol) or 72°C (TAQ Pol) 
Step 5: Repeat of Steps 2‐4 for between 25 and 35 cycles 
Step 6: Final extension for between 60s and 600s. 
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2.2.6.7 DNA Sequencing 
Various DNA sequencing services were used throughout the course of this PhD.  Initally we used the 
services of Dr Wonda Stow at  the Advanced Biotechnology Centre,  Imperial College London, using 
ABI377 Automated DNA  Sequencers  following  in‐house  standard protocols  available  from website 
address  http://www.imperial‐consultants.co.uk/subject.php?id=47&fullpage.    Other  external  DNA 
sequencing  companies  include  Cogenics  (http://www.cogenics.com/sequencing/ 
service/primerwalking.cfm) and MWG (https://ecom.mwgdna.com).   Their protocols for sequencing 
are available at the respective websites.  The DNA and amino acid sequences of the scFv genes were 
aligned using  the CLUSTAL W multiple  sequence  alignment  software  (Thompson  et  al., 1994)  and 
analysed  using  the  ExPASy  proteomics  server  (Gasteiger  et  al.,  2003).    The  scFv major  germline 
assignments  were  derived  using  the  VBASE  data  base  (http://www.mrc‐cpe.cam.ac.uk/imt‐
doc/restricted/ok.html). 
 
2.2.7 ScFv Bioinformatics Analyses 
A bioinformatics analysis of  the scFv sequences was conducted by Dr. Darek Kedra of  the  Imperial 
College London Biotinformatics Department.  Analyses of various codon indices including the Codon 
Adaptation  Index  was  performed  using  the  codonW  programme  (Sharp,  1991).    The  Improbizer 
program was used to search for DNA and protein motifs which could be linked to high expression (Ao 
et al., 2004). 
 
2.2.8 Tetanus Toxin Hc Fragment Ganglioside Binding Assay 
A NuncTM Maxisorp 96‐well plate was coated with the ganglioside GT1b (Sigma) at a concentration of 
10µg/ml dissolved  in 100% methanol (VWR).   The methanol was allowed to evaporate overnight at 
room temperature  leaving the ganglioside bound to the plate.   Following two washes with PBS (pH 
7.4)  the  plate wells were  blocked with  3% MarvelTM milk  in  PBS  (pH  7.4)  for  two  hours  at  37ºC.  
Following  three  washes  with  PBS  (pH  7.4),  TT‐Hc  fragment  was  added  to  each  well,  at  a 
concentration of 10µg/ml, diluted in 3% MarvelTM in PBS (pH 7.4).  To compare the ability of anti‐TT‐
Hc  toxin  scFvs  in blocking  the binding of TT‐Hc  to  ganglioside,  scFvs were pre‐incubated with  the 
toxin  for  2  hours  at  37ºC,  prior  to  addition  to  the  ganglioside.    Toxin with  or without  scFv was 
incubated with  the ganglioside  for 1 hour at  room  temperature and  the plate washed  three  times 
with PBS containing 0.1% Tween‐20  (pH7.4) and  three  times with PBS  (pH7.4).   Ganglioside‐bound 
toxin was then detected with a rabbit polyclonal anti‐tetanus toxin IgG (1  in 10,000) and secondary 
goat anti‐rabbit HRPO‐IgG conjugate (Sigma; 1 in 5000).  POD substrate was added to the plate and 
the reaction allowed to proceed  for an optimal assay window.   The reaction was stopped with 1M 
HCL and absorbance read at 450nm using an absorbance plate reader. 
 
111 
 
2.2.9. Statistical analyses 
Statistical assessment including derivation of means and standard errors was carried out using both 
Microsoft  Excel  2007 with Data Analysis Add  tool  or  the  Sigma  Plot  Software Version  8.0  (Systat 
Software  Inc.,  London).   Where  appropriate  to  achieve  statistical  significance,  experiments were 
independently  repeated  at  least  twice.    Within  each  experiment,  most  test  samples  and 
concentrations were assayed in triplicate where appropriate.   
 
Spearmans Correlation Analysis was conducted manually using the following equation where ρ is the 
correlation  coefficient  that  can  range  from  ‐1  to +1  such  that  ρ=1‐[(6Σd2)/(n(n2‐1)].   The  “n”  term 
relates  to  the  number  of  samples  and  “d”  is  the  difference  in  rankings  for  each  sample  under 
different pair‐wise analysed conditions.   
 
Students  t‐test  (Microsoft Excel 2007) was used when  comparing  two means with  standard error.  
However, for comparison of more than two samples an ANOVA test and Dunnett post‐test multiple 
comparison to positive control (GraphPad InStat 3.0).   
 
The data points in ELISA KD determinations were fitted, using Sigmaplot v8.0, to a standard saturation 
binding model conforming to 4‐paramter logistic curve with maximum, minimum, hill‐slope and EC50 
(KD) which corresponds to the concentration of scFv yielding 50% of the saturating signal 
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CHAPTER 3 
 
Characterisation of a panel of  
anti‐TT‐Hc scFv clones 
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3.1 Introduction 
 
Previously,  a  scFv  phagemid  library  was  obtained  from  Cambridge  Antibody  Technology  (now 
Medimmune AstraZeneca) by Professor Neil Fairweather (CMMI, Imperial College London) and it was 
panned  against  the  recombinant  heavy  chain  C‐terminal  domain  (TT‐Hc)  of  the  neurotoxin  of 
Clostridium tetani.   This work was conducted by Omar Qazi with the aim of discovering neutralising 
fragments that would aid further characterisation of the toxin itself (Qazi, 2004).  Phage display lead 
to the isolation of 53 clones positive for binding to TT‐Hc by ELISA.  Subsequent assays found that 11 
clones  bound  to  the  C‐terminal  sub‐domain  of  TT‐Hc  (TT‐HcC),  26  bound  to  the N‐terminal  sub‐
domain (TT‐HcN) and 16 were only able to bind to the whole TT‐Hc fragment suggesting they bound 
to  either  HcN‐HcC  junctional  epitopes  or  to  epitopes  composed  of  residues  from  both  domains.  
These were termed TT‐HcJ binding scFvs.   Given  that this group were  interested only  in antibodies 
which bound to the HcC domain, which directs neural cell binding, the 26 HcN binding scFvs were not 
characterised.  Preliminary data produced by Qazi for the HcC and HcJ binding scFvs consisted of DNA 
sequencing, Bst NI  fingerprinting, small‐scale soluble expression and ELISA binding analyses.   Using 
the data,  five HcJ and  five HcC binding clones were chosen  for use  in this current project.   For the 
purposes of this project they were termed J1, J2, J3, J4, J5 and C1, C2, C3, C4 and C5 respectively.    
 
Hypothetically  speaking  by  using  a  panel  of  scFvs  chosen  from  both  the HcC, HcJ  and HcN  clone 
panels,  diversity  in  specificity  should  be maximised  thus  increasing  the  likelihood  of  identifying 
chelating scFv pairings which  is  important since by definition, a CRAb must contain two component 
scFvs capable of simultaneous binding to the target (Neri et al., 1995).  Given that the HcC and HcN 
binding  scFvs  are  individually  able  to  bind  to  both  recombinant  TT‐Hc  and  the  respective 
recombinant  sub‐domains,  then  it  is  highly  likely  that  a HcN  and HcC  binding  scFv  could make  a 
chelating pair.   
 
There  are many  examples  of  antibodies  produced  against  the whole  functional  tetanus  toxin  or 
toxoid (Ahnert‐Hilger et al., 1983; Kozbor et al., 1982).   Noteworthy work details the use of a panel 
of mAb IgG molecules binding to 20 different epitopes on the whole toxin and they demonstrated a 
synergism  in  functional affinity when mixtures were assayed together  (Volk et al., 1984).   This was 
also observed with two mAbs when using the Heavy chain only (Chin et al., 2003; Ziegler‐Heitbrock et 
al., 1986).  In terms of recombinant antibody fragments there are several examples of both scFvs and 
Fab fragments being produced against the whole tetanus toxin or toxoid.  In most cases these were 
produced during control experiments used to validate new technology including hyperphage (Rondot 
et al., 2001), a new display technology called covalent antibody display (Reiersen et al., 2005) and a 
novel  screening  assay  for  phage  display  analysis  (Mersmann  et  al.,  1998).    Although  those  three 
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examples  represented  scFv  format,  the most  common  format  was  Fab  (Chassagne  et  al.,  2004; 
Esposito  et  al.,  1994;  Faber  et  al.,  1998;  Lafaye  et  al.,  1995).    There  are  few  reports  of  antibody 
research utilising the Hc domain of tetanus toxin only.  Fitsimmons work investigated 13 monoclonal 
IgG  antibodies  recognising  the  Hc  domain  of  tetanus  toxin,  in  the  context  of  the  tetanus  toxoid 
(Fitzsimmons  et  al.,  2000).    The panel  of  antibodies was  found  to bind  to  5 different  epitopes,  2 
overlapping.   With the exception of one antibody, all were shown to reduce ganglioside binding of 
the toxin to different extents.  Interestingly the other antibody actually caused an increase in binding 
of  the  toxin  to  ganglioside.    Another  important  study  investigated  the  nature  of  the  immune 
response against the tetanus toxoid vaccine showing how over 100 different toxin specific antibody 
clones can be isolated from a single individual (Poulsen et al., 2007).  That study used samples from 
immunised individuals demonstrating parallels with the scFvs isolated from the Vaughan library used 
to  isolate the scFvs described  in this present body of work (Vaughan et al., 1996) (Qazi, 2004).   The 
Vaughan library was isolated from a large number of UK individuals which will have been immunised 
against tetanus.   It may be useful to contrast the diversity  in the scFvs used  in this project with the 
antibodies analysed by Poulsen. 
 
In studies using the Hc domain of botulinum neurotioxin which is highly similar to TT‐Hc, a range of 
antibody  fragments  recognising  both  overlapping  and  distinct  epitopes  on  the  Hc  domain  of 
botulinum toxin were  isolated using phage display from both murine and human  immune and non‐
immune libraries (Amersdorfer et al., 1997; Amersdorfer et al., 2002).  There were 3 groups of non‐
overlapping epitopes recognised (Marks, 2004).  These observations strengthen our hypotheses that 
chelating pairs of anti‐TT‐Hc scFvs are likely to be identified from within the panel available. 
 
It has been  recently  shown  that  the  recombinant TT‐Hc  fragment  is able oligomerise and  typically 
exists in a monomer:dimer ratio of 7:3 (Qazi et al., 2007).  This has implications for characterisation 
of  the anti‐TT‐Hc  scFvs and  subsequent phage display  selections of CRAbs  since dimeric  toxin may 
lead  to  cross‐linking  of  dimer  components  thus  confounding  the  chelate  effect.    It  is  therefore 
important in this project to isolate and use the monomeric form of TT‐Hc.   
 
Aims and Objectives 
The  aim of  the work described  in  this  chapter was  to evaluate  the potential of  fifteen  anti‐TT‐Hc 
scFvs (five HcJ, five HcC and five HcN binders) for use  in construction of a tandem‐scFv  library from 
which  CRAbs  could  be  selected  by  phage  display,  and  to  provide  data  which  could  be  used  to 
interpret  the  results of any downstream CRAb selections.   The objectives of  the work described  in 
this chapter were to express TT‐Hc, purify by TALON‐IMAC,  isolate the monomeric form by SEC and 
minimally biotinylate it.  Other major objectives included the preliminary characterisation of 26 HcN 
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binding scFvs by Bst NI  fingerprinting, soluble  fraction expression analysis and TT‐Hc binding ELISA 
allowing for selection of 5 clones for further in‐depth analysis along with the 5 HcC and 5 HcJ binding 
clones.   Objectives of that subsequent in‐depth characterisation included a bioinformatic analysis, a 
comparative expression  level assessment and assessment of  scFv phage display propensity.   A key 
objective in the final part of the work described in this chapter was to express the 15 anti‐TT‐Hc scFvs 
in shake‐flask scale, purify by TALON‐IMAC and conduct TT‐Hc competition binding analyses in order 
to  determine  chelating  and  non‐chelating  scFv  pairings.    A  final  objective  was  to  conduct  a 
preliminary toxin neutralisation assessment. 
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3.2 Results 
   
3.2.1 Expression, purification and biotinylation of recombinant C‐terminal domain of tetanus toxin 
heavy chain in Escherichia coli  
A 2TY‐agar plate supplemented with 50µg/ml kanamycin and 1% glucose growing single colonies of 
E.  Coli  BL21  (λDE3)  harbouring  a  pET28a  expression  vector  (pKS1)  encoding  the  heavy  chain  C‐
terminal  domain  (TT‐Hc)  of  the  neurotoxin)  of  C.  Tetani  was  kindly  provided  by  Professor 
Fairweather.   The expression cassette was sequence verified  for records.   The TT‐Hc gene  is under 
the  control  of  a  T7  expression  system  which  is  ultimately  controlled  via modulation  of  the  lac 
promoter/operon  and  also  bares  an  N‐terminal  His6  epitope  tag  for  purification  and  immuno‐
detection  purposes.    The DNA  and  corresponding  amino  acid  sequence of  TT‐Hc  can be  found  in 
Appendix 1.  Certain biophysical parameters of TT‐Hc are shown in Table 3.1.  It is a 53.9kDa protein 
with a theoretical pI of 6.92.   
 
Table 3.1.   Basic biophysical parameters of the TT‐Hc  fragment.   Derived using ExPASy protparam 
tool (Gasteiger et al., 2003) 
 
Parameter  Value 
Theoretical pI  6.92 
Molecular Weight (kDa)  53.9 
Amino Acids  472 
Extinction Coefficient (M‐1 cm‐1 ) 91220 
Abs (0.1%) = 1g/L  1.691 
 
The TT‐Hc fragment was expressed from 1L of bacterial culture and purified by IMAC as described in 
Materials and Methods Sections 2.2.2.2 and 2.2.2.3.   Samples  from  the purification were analysed 
electrophoretically by reducing SDS‐PAGE and resulting gels stained with Coomassie reagent (Figure 
3.1).   The eluate samples show a dominant band of protein migrating with an apparent molecular 
weight of 50kDa, consistent with TT‐Hc.   The TT‐Hc fragment  is at  least 99% pure.   Throughout the 
course of  this  PhD  research,  the  TT‐Hc  fragment was  expressed  5  times with  an  average  yield of 
20mg/L of bacterial culture.  Recombinant TT‐Hc purified by IMAC was buffer exchanged into 100mM 
sodium phosphate containing 300mM NaCl pH 7.8 to remove imidazole and stored at ‐80°C.  This was 
used in the initial scFv characterisation described in this chapter.    
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure  3.1.    Reducing  SDS‐PAGE  analysis  of  cobalt‐IMAC  purification  of  recombinant  TT‐Hc 
fragment.  The resulting gel stained was stained with Coomassie blue.  M=molecular weight markers; 
NI=cell pellet before induction; I=cell pellet after induction; FT=IMIAC flow through; W=column wash; 
F1‐F5=respective  200mM  imidazole  elutions  indicating  a  dominant  (99%  purity)  band  of  protein 
migrating at approximately 50kDa. 
 
For  the  sensitive  affinity  and  potency  determinations  described  in  Chapter  4  and  for  the  phage 
display  described  in  Chapter  6,  it  was  necessary  to  isolate  the  monomeric  form  of  TT‐Hc  and 
minimally  biotinylate  it.    Pooled  IMAC  fractions were  loaded  onto  a  calibrated  (see  Figure  2.2  in 
Section 2.2.2.4 of Materials and Methods) Superdex‐200 Gel filtration column pre‐equilibrated with 
100mM sodium phosphate buffer containing 300mM NaCl.   Typically 5mg of TT‐Hc  in a 1ml volume 
was  loaded and eluted  in 1ml  fractions.   The absorbance of  the  fractions was measured at several 
wavelengths  including  214nm  which  is  the  most  sensitive  measuring  peptide  bond  absorbance 
(Figure 3.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.2.  Size exclusion chromatography of recombinant TT‐Hc.  Approximately 5mg of TT‐Hc was 
fractionated  on  a  Superdex‐200  gel  filtration  column.    The  absorbance  of  the  fractions  was 
monitored at 214nm.  Three main regions of absorbance represent dimeric and monomeric TT‐Hc as 
well as  imidazole which absorbs at 214nm also.   Fractions A57  to B5 were retained  for analysis by 
reducing SDS‐PAGE. 
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In addition  to a peak of absorbance after 110 minutes of column running time representing buffer 
salts (mainly imidazole), there were two main peaks of absorption at 214nm which peak at 78.51 and 
89.81 minutes  respectively.   By  calibration  line  interpolation,  these peaks  correspond  to apparent 
molecular weights of 95.9 and 40.3kDa  respectively  for each peak  (Table 3.2).   Fractions between 
A57  and  B5,  which  encompass  these  two  peaks  were  analysed  by  reducing  SDS‐PAGE  and  the 
resultant  gels  stained with  Coomassie  blue which  indicates  dominant  protein  bands migrating  at 
approximately 50kDa for both peaks of absorption (Figure 3.3).  Joint consideration of the retention 
time  data  and  the  reducing  SDS‐PAGE  data  indicate  that  the  dominant  protein  responsible  for 
absorption at 214nm in both of the peaks described relate to dimeric and monomeric TT‐Hc at 78.51 
and 89.81 minutes respectively.   Analysis of curve areas and protein concentrations  in the fractions 
by BCA assay indicate a ratio of 73.5% monomer to 26.5% dimer. 
Table 3.2.  Size exclusion chromatography parameters for TT‐Hc fractionation. 
 
TT‐Hc sample
Retention time
(min)
Mw   (kDa) Apparent Mw 
(kDa)
Present in solution 
(UV)* (%)
Monomer  89.81 53.9 40.3 73.5
Dimer 78.51 107.8 95.9 26.5
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Figure  3.3.   Analysis  of  size  exclusion  chromatography  peak  fractions  from  TT‐Hc  fractionation.  
Recombinant TT‐Hc was fractionated on a Superdex‐200 gel filtration column and the range of peak 
fractions analysed by  reducing SDS‐PAGE  followed by Coomassie blue staining of  the  resultant gel.  
Fractions from A57 to A67 (Gel A), A68 to A78 (Gel B), A79 to A89 (Gel C) and A90 + B1 to B5 plus B40 
(Gel D) were analysed.   Fraction A75  represents  the peak  fraction of TT‐Hc dimer absorbance and 
A86 the peak fraction from TT‐Hc monomer absorbance. M=molecular weight markers.    
118 
 
A primary pool of the most concentrated TT‐Hc monomer fractions (A85‐A87) was snap‐frozen at a 
concentration of around 1.2mg/ml and stored at ‐80°C where equilibration to dimeric form is a very 
slow process taking many months to reach a significant level (Qazi, O. Personal Communication).   
 
It  was  necessary  to  biotinylate  the  monomeric  TT‐Hc  for  use  in  the  affinity  determination 
experiments and phage display  investigations described  in Chapters 4 and 6 respectively.   This was 
done using Pierce EZ‐Link® Sulfo‐NHS‐LC‐LC‐Biotin reagent. Thus the minimal biotinylation of TT‐Hc 
was  optimised  empirically.    Recombinant monomeric  TT‐Hc  in  1ml  volumes  of  a  1mg/ml  protein 
concentration was biotinylated at molar coupling ratios of 20:1, 10:1, 1:1 and 0.1:1 (Section 2.2.2.7 
Materials and Methods).  After biotinylation, free biotin reagent was removed by PD10 gel filtration 
column.    Significant  protein  aggregation  post‐coupling was  observed  for  reactions with  coupling 
ratios of 20:1, 10:1, 1:1 and 0.1:1 and seemed to correlate strongly with actual biotin  incorporation 
levels.  Aggregated protein was removed by centrifugation and protein concentrations measured by 
BCA assay.  Soluble protein yield was calculated from this data and in addition, the HABA assay was 
used to assess biotin :protein substitution ratio (Table 3.3). 
 
Table  3.3.    Biotinylation  of  monomeric  recombinant  TT‐Hc.    Biotinylation  reagent  to  protein 
coupling ratios are shown along with protein yield and actual biotin:protein substitution ratio. 
Molar Biotin Coupling Ratio Yield of Biotinylated Protein (%) Biotin:ProteinSubstitution
20:1 42 4.16:1
10:1 76 3.24:1
1:1 75 1.18:1
0.1:1 100 0.93:1
 
To aid the selection of the optimum biotinylation  level, an Avidin capture ELISA was conducted.   A 
NuncTM Maxisorp ELISA plate was coated with immunopure avidin at 20µg/ml.  Following a blocking 
step, the four differently biotinylated samples of TT‐Hc were bound at a concentration of 20µg/ml.  
Each sample was then assayed with an Extravidin‐HRPO conjugate and an anti‐His6 HRPO conjugate 
in  parallel  (Figure  3.4).    At  biotin  incorporation  levels  of  4.16:1  and  3.24:1,  the  assay  signal  for 
detection of biotin by extravidin‐HRPO was greater  than 1.0 with a drop  in  signal of 1.82  to 1.36 
(p<0.05) between the two  incorporation  levels.   At biotin  incorporation  levels of 1.18:1 and 0.93:1, 
the signal generated  from extravidin‐HRPO detection was reduced  to background  levels.   The anti‐
his6‐HRPO binding signal seems to increase with decreasing biotin incorporation level to a peak at a 
biotin incorporation level of 1.18:1 after which is drops by nearly 75% at a biotin incorporation ratio 
of 0.93:1.   The non‐biotinylated  control exhibits no  signal with either detection  reagent  since  the 
unbiotinylated TT‐Hc  is not able  to bind  to  the plate coated avidin. The optimal yield of minimally 
biotinylated  toxin seems  to at a biotin  incorporation  ratio of 1.18:1 and so  toxin with  these biotin 
levels was used  in all the required experiments  in this research project.   Biotinylation of this TT‐Hc 
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sample was also confirmed by parallel western blot detection with  the  two reagents used  in ELISA 
assays (Figure 3.4; Inset) 
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Figure  3.4.  Empirically  optimised  chemical  biotinylation  of  TT‐Hc.    Recombinant  TT‐Hc  was 
biotinylated at reagent: protein molar coupling ratios of 20:1, 10:1, 1:1 and 0.1:1 which resulted  in 
biotin incorporation levels of 4.16:1, 3.24:1, 1.18:1 and 0.93:1.  An avidin capture ELISA was used to 
measure relative levels of excess biotin (grey) in relation to the amount of TT‐Hc bound to the plate 
(white)  via  his6  tag  detection.    The  optimal  ratio  biotinylation  level  to  toxin  yield  appears  to  be 
present in the 1.18:1 sample.  This sample was then electrophoresed in a reducing SDS‐PAGE gel and 
transferred to nitrocellulose.  It was probed in parallel with an anti‐his6 HRPO conjugate antibody and 
the  extravidin‐HRPO  conjugate  (Inset).    Staining  of  a  band migrating  between  45  and  55kDa was 
observed with both  staining  reagents  indicating  the presence of  covalently biotinylated his‐tagged 
TT‐Hc.   
 
3.2.2 Preliminary characterisation of 26 scFvs which bind to the N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc 
In  previous work  conducted  by Dr Omar Qazi  under  the  supervision  of  Prof.  Fairweather  and Dr 
Deonarain, 26  scFvs were  identified which bind  to  the N‐terminal  sub‐domain of TT‐Hc but  these 
have remained uncharacterised.  The clone names were numerical and were clones 3, 7, 10, 12, 13, 
16, 19, 20, 22, 25, 27, 29, 30, 37, 47, 49, 52, 56, 59, 60, 61, 67, 69, 70, 72 and 76 (Qazi, 2004).  The 
clones were provided as glycerol stocks of transformed E. coli TG1  in a 96‐well master‐plate.   Small 
5ml  cultures  were  grown  and  plasmid  DNA  (pCANTAB6)  purified  from  these  for  each  clone 
respectively.   
 
The  plasmid DNA  underwent  a  PCR  reaction  to  amplify  the  scFv  inserts  using  primers  LMB3  and 
FDSEQ1 which bind  in 5’ plasmid backbone and proximal 3’ phage pIII gene respectively.   Gradient 
PCR was performed, to optimise the PCR, with 12 annealing temperatures ranging from 40 to 60°C 
and 5 magnesium concentrations ranging from 0.5 to 2.5mM which identified optimum conditions of 
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48°C and 2.5mM MgCl2 respectively for TAQ polymerase (data not shown).  The annealing time was 
30 seconds and the number of PCR cycles 25 to reduce non‐specific annealing and erroneous product 
formation.  All 26 scFv genes were successfully amplified and the products were digested with Bst NI 
which  characteristically  cleaves  in  antibody  variable  domains  and  is  often  used  to  fingerprint 
antibodies.  The amplified scFv inserts and their respective digest products are shown in Figure 3.5A 
and B respectively.  From the fingerprint patterns it was possible to assign the clones into 18 diversity 
groupings suggesting a high level of sequence variability (Table 3.4).   
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Figure 3.5.   PCR amplification of 26  scFv  genes and  subsequent  fingerprinting with Bst NI.   PCR 
products for scFv clones 3 to 76 were analysed on a 1% agarose gel (A).   The  inserts were digested 
with Bst NI to fingerprint them and the digested products analysed in a 4% agarose gel with ethidium 
bromide staining (B).   Gels were visualised using a gel documentation system.   Markers  in gel A are 
Hyperladder I and Hyperladder IV in gel B (Section 2.2.6.3 Materials and Methods).  The scFv clones 
were loaded in numerical order by name from left to right on each gel.  The two negative controls in 
Gel A are no template and PCR reaction and a reaction with a non‐pCANTAB6 vector.   
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Table  3.4.    Diversity  groupings  for  26  TT‐HcN  binding  scFv molecules.    Data  from  Bst NI  digest 
fingerprinting of 26 scFv genes were used to group the scFvs on the basis of potential differences in 
DNA sequences and hence epitope specificity.    
 
Diversity Group Clone
1 3
2 7
3 10
4 12, 20
5 13, 19, 29
6 16
7 22
8 25, 27
9 30
10 37
11 47, 67
12 49
13 52, 61
14 56
15 59, 76
16 60
17 69
18 70, 72
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The 26 TT‐HcN specific scFvs were expressed  in soluble form  in small‐scale cultures (Section 2.2.2.2 
Materials  and Methods).   The  culture  supernatant  for each  clone was  subjected  to  reducing  SDS‐
PAGE and proteins were then transferred from the resultant gel to nitrocellulose and probed with an 
anti‐his6 HRPO conjugate (Figure 3.6) to assess levels of scFv leakage into the culture supernatant.  A 
TT‐Hc binding ELISA was also performed to assess  functionality  (Figure 3.7).   The dominant protein 
bands detected by Western blot had migrated a comparable distance to the 33kDa MW marker and 
are therefore consistent with the MW of a scFv molecule.   Some preparations also exhibited bands 
that migrated  at  approximately  17kDa  representing  cleaved  VL  domain  with  appended  his6  tag.  
Clones 7, 13, 16, 19, 22, 29, 49, 52, 56, 60, 70 and 72 produced moderate to high relative  levels of 
scFv in the culture supernatant and binding signals in the ELISA assay.  From these clones 16, 22, 49 
and  52  gave  particularly  high  ELISA  signals  greater  than  1.0.    Clones  10,  12,  20  and  69  showed 
moderate to high relative expression  levels but failed to produce an ELISA signal above background 
level.  There were no detectable levels of scFv clones 3, 37, 47, 67 and 59 by Western blot or ELISA.  
Interestingly, scFv clone 61 exhibited relatively low levels of expression but an extremely high ELISA 
signal  for  TT‐Hc  binding.    Clones  25,  27,  30  and  76  exhibited  very  low  or  no  signal  by  ELISA 
accompanied with very little or no detection by Western blot. 
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Figure 3.6.  Anti‐his6 western blot analysis of supernatant localisation for 26 TT‐HcN binding scFvs.  
Culture  supernatant  of  small‐scale  expressions  of  the  26  anti‐TT‐HcN  clones  were  analysed  by 
Western blot with anti‐his6 HRPO IgG.  Bands migrating at 33kDa are consistent with full‐length scFv 
and  bands  at  17kDa  consistent  with  cleaved  VL  domain.    The  blot  is  representative  of  two 
independent repeat experiments. 
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Figure 3.7.   TT‐Hc binding ELISA analysis of 26 TT‐HcN binding scFv preparations.   The 26 TT‐HcN 
binding  clone  supernatant  samples  were  assessed  in  a  TT‐Hc  binding  ELISA.    In  each  case  the 
supernatant  samples were  diluted  1  in  2  in  3% mPBS  pH  7.4.    Each  bar  value  is  an  average  of 
duplicate wells.  For each clone, two independent experiments were conducted.  Clones C1 and D1.3 
are positive and negative controls respectively. 
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Based on  interpretation of the data collected, clones 22, 49, 52, 56 and 60 were selected from the 
panel of 26 TT‐HcN binding scFvs for further in‐depth characterisation alongside the five TT‐HcC and 
five TT‐HcJ binding  scFvs already  selected.   These  five  clones exhibited an optimal  combination of 
moderate to high soluble expression level in the supernatant and TT‐Hc binding signals in addition to 
differing Bst NI fingerprints.  These clones will be referred to from this point forth as N1, N2, N3, N4 
and N5 respectively. 
 
3.2.3 Bioinformatics analysis of 15 anti‐TT‐Hc scFvs  
The  15  scFvs  that  have  been  chosen  for  further  in  depth  characterisation  as  potential  candidate 
clones for inclusion in a tandem‐scFv library from which it is hoped CRAbs can be selected are C1‐C5, 
N1‐N5 and J1‐J5.  This section describes a preliminary bioinformatics analysis of the 15 clones prior to 
further experiments.   
 
Purified plasmid DNA encoding each of the 15 candidate scFv clones were sequenced with primers 
LMB3 and FDSEQ1.  The DNA sequences (Appendix 2) and amino acid sequences were aligned (Figure 
3.8)  and  cladograms  (Figure  3.9)  produced  for  VH  and  VL  domains  separately  using  ClustalW2 
(Thompson et al., 1994).  At the amino acid level there was a considerable range of homology from 
48% when  comparing  clone C2 with N1, up  to 98% when  comparing Clone C3 with C5,  indicating 
adequate diversity amongst the clones (Figure 3.10).  The highest level of conservation appeared to 
lay with the VL sequences where there was a reasonably high degree of light chain promiscuity.  As 
shown  in  the  cladogram  for  the  VL  domain  there  was  only  6  different  VL  domains.    Clone  N5 
exhibited its own unique VL domain, while clone pairings C1+C2, N3+J2, N4+J1, J3+J5 and the triplet 
C3+C5+N2 had VL domains with 100% amino acid homology.  The VL domain of clone J4 bared close 
similarities with the VL domains of N4+J1 and J3+J5 and clone C4 bared 99% homology with the VL 
domain of C3+C5+N2.  Clone N1 bared 99% sequence homology with the VL domain of N3+J2.  There 
was a tight range  in the  length of the VL domains from 108 amino acid residues (N1) to 112 amino 
acid  residues  (J4).   There was  far greater diversity  in  the  scFv VH domains which  ranged  in  length 
from 118 amino acid residues (J1) to 130 amino acid residues (N1).  Only 6 of the possible 105 pair‐
wise comparisons between the 15 clones gave amino acid sequence homologies greater than 80% for 
VH domains.  The highest homology was between clones C3 and C5 which gave a value of 98% with 
the lowest comparison for N1 and J2 which gave a value of 35%.   
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.8.   Amino acid sequence alignment for 15 anti‐TT‐Hc scFvs.   The amino acid sequences of 
15 anti‐Hc scFvs C1‐C5, J1‐J5 and N1‐N5 were aligned using ClustalW (Thompson et al., 1994).   The 
inter‐domain  linker  (G4S)3  joins  the N‐terminal VH domain  to  the C‐terminal VL domain of  the scFv. 
Within each of  the VH and VL domains,  there are  three areas of  increased diversity  indicating  the 
hypervariable complimentarity determining regions (labelled CDR1‐3). Identical residues are labelled 
(*),  conserved  residues  are  labelled  (:)  and  similar  residues  are  labelled  (.)  The  protein  and 
corresponding  DNA  sequences  (see  supplementary  Figure  1)  have  been  deposited  in  the  EMBL 
database. 
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Figure  3.9.    Cladogram  analysis  of  15  anti‐TT‐Hc  scFvs.    Analysis  of  the  amino‐acid  homologies 
between separate VH (A) and VL (B) domains of the 15 candidate anti‐TT‐Hc scFv clones.   Distances 
between clones are  indicated to the right of the clone name and a distance of zero  indicates 100% 
homology.  The VL domains are highly conserved with much more heterogeneity observed within the 
VH domains. 
 
Clone N5 N4 N3 N2 N1 J5 J4 J3 J2 J1 C5 C4 C3 C2
C1 60 59 54 49 53 60 63 61 49 59 67 65 66 73
C2 61 61 53 62 48 61 57 61 63 61 50 49 50
C3 55 56 72 72 66 56 58 56 66 55 98 93
C4 57 56 72 72 70 56 58 58 66 55 94
C5 56 57 73 74 68 58 58 57 67 56
J1 82 95 68 56 53 85 71 85 57
J2 57 57 78 92 70 57 53 56
J3 77 84 68 56 54 89 72
J4 66 71 59 54 55 73
J5 78 85 72 59 54
N1 56 54 77 65
N2 58 57 72
N3 67 68
N4 82
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.10.   Pair‐wise amino acid sequence homology comparison between 15 anti‐TT‐Hc scFvs.  
Numerical values within the comparison matrix represent % homology.   
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The  sequence  data  was  used  to  calculate  various  theoretical  biophysical  parameters  using  the 
Protparam  tool  in  the  ExPasy  website  (Gasteiger  et  al.,  2003),  in  addition  to  determination  of 
germline  designations  using  the  VBASE  tool  (http://www.mrc‐cpe.cam.ac.uk/imt‐
doc/restricted/ok.html) (Table 3.5).   The data for bio‐physical parameters was generated taking the 
(G4S)3  linker  into account  in addition to the his6 and c‐myc epitope tags.   Molecular weights ranged 
from 28.1kDa for clones N4 and J1 up to 30.0kDa for clone N1.   There was a considerable range  in 
theoretical isoelectric point (pI) of the scFv clones which ranged from 6.46 for clone C1 up to 9.3 for 
clone N1.  With the exception of clones C1, J3, and N5, the pI of all scFv clones was at least 7.9, above 
physiological pH  indicating  that  these clones will be positively charged  in neutral buffers.   Tyr, Lys 
and Cys residues were also enumerated as these are  important for future studies that may  involve 
coupling chemistries.  It is worth noting that clones C1 and J3 harbour 6 cys residues as opposed to 
the  conventional 4.    It was not possible  to map germline D and  J  regions but  the major germline 
designations could be derived.  For VH domains, germline designations included VH1, VH2, VH3, VH4 
and VH6 with VH3 being the most common (6 clones).  The VL domains mapped to VL1, VL2, VL3 and 
VK1 germline sequences with 7 clones mapping to VK1.   
 
Table 3.5.   Theoretical biophysical parameters and major germline designations for a panel of 15 
anti‐TT‐Hc scFvs.   
 
scFv
MW 
(kDa)
Theoretical 
pI
Number of Amino 
Acids
Tyr 
Residues
Lys 
Residues
Cys 
Residues
VH 
Germline*
VL 
Germline*
C1 28.70 6.46 276 12 8 6 VH4 VL3
C2 28.20 7.90 267 13 12 4 VH1 VL3
C3 29.50 9.09 278 14 12 4 VH4 VK1
C4 29.20 8.32 276 13 10 4 VH4 VK1
C5 29.10 8.95 276 14 12 4 VH4 VK1
J1 28.10 8.64 269 11 11 4 VH2 VK1
J2 28.80 8.81 271 13 12 4 VH1 VK1
J3 29.00 7.23 280 17 11 6 VH3 VK1
J4 29.10 8.33 274 15 7 4 VH3 VL2
J5 29.00 8.96 274 15 11 4 VH3 VL1
N1 30.00 9.30 279 7 13 4 VH3 VL2
N2 28.90 8.93 271 15 13 4 VH1 VK1
N3 29.10 8.62 271 13 10 4 VH3 VL2
N4 28.10 9.00 269 11 11 4 VH6 VL2
N5 29.80 7.22 280 17 11 4 VH3 VL2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Major designations only for V‐regions.  D and J regions not shown. 
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3.2.4 Comparative analysis of overall and soluble scFv expression and display propensity on phage 
 
The first stage of a comparative characterisation of the 15 anti TT‐Hc scFv clones being considered as 
candidates  for  inclusion  in  an  anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  library was  to  comparatively  assess  overall 
expression level and solubility of scFv clones by measuring levels in the periplasmic and supernatant 
fractions in non phage‐fused form and their propensity for display on phage.  
 
Spheroplast, periplasmic and supernatant fractions were isolated from small‐scale cultures of E. coli 
HB2151  expressing  each  respective  scFv  clone  at  the  end  of  a  16hr  induction  period  following 
normalisation of the culture density (Section 2.2.2.2 Materials and Methods).  Fractionated samples 
were  electrophoresed  and  transferred  onto  nitrocellulose  for  probing with  an  anti‐his6  antibody 
(Figure 3.11).  The supernatant and periplasmic fractions of each anti‐Hc scFv exhibited a single band 
at  approximately  30kDa  indicating  fully  processed  scFv.    The  spheroplast  fractions  of most  scFvs 
contained doublet bands  at approximately 30kDa,  likely  to  represent both N‐terminally processed 
and  unprocessed  scFv  in  addition  to  smaller  breakdown  products.    The  absolute  signals  vary 
markedly  between  scFv  clones  in  each  of  the  three  fractions.    Quantitative  laser  scanning 
densitometry measurements of western blot  chemiluminescence were  acquired  (data not  shown) 
and used  to rank scFvs  from 1  (high) to 15  (low)  in order of densitometry signals  for  levels of scFv 
present  in the E. coli spheroplast, periplasmic  lysate and culture supernatant.   The overall rankings 
were reproducible between three independent data sets for the same E. coli compartment indicating 
that  overall  scFv  expression  (spheroplast  level)  and  localisation  to  the  periplasm  and  culture 
supernatant in soluble form are clone‐specific characteristics that vary from clone to clone. 
 
Average  rankings were  produced  for  each  compartment  using  independently  produced  data  sets 
(Table 3.6: see after Figure 3.12) and  these were used  to conduct a Spearmans correlation  test  in 
order  to determine  if  relative  levels of  scFv present within  the  three  fractions correlate with each 
other for each clone.  For n=15, a Rho value greater than 0.441 indicates positive correlation with a 
p‐value  of  less  than  or  equal  to  0.05.    However,  comparison  of  supernatant  scFv  levels  with 
periplasmic or spheroplast  levels yielded coefficients of 0.38 and 0.37 respectively.   Comparison of 
periplasmic  and  spheroplast  levels  yielded  a  coefficient  of  0.13.    These  data  suggest  there  is  no 
significant correlation (p>0.05) between the overall expression level of a scFv molecule as defined by 
its  spheroplast  level,  and  its  relative  soluble  levels  within  the  periplasmic  space  or  culture 
supernatant.   
   
Interestingly  in  three  independent  experiments  the  final  culture  density,  as  determined  by OD600 
after a 16hr induction, reached a value reproducibly characteristic to the clone being studied ranging 
from 0.8 for C2 to 1.7 for N4 (Figure 3.11D).  Relative increases in culture density following induction 
were calculated using the mean culture density data shown  in Figure 3.11D.   The relative  increases 
were used to rank the scFvs from 1 (highest fold  increase) to 15 (lowest fold  increase) and used to 
determine Spearmans correlation coefficients in pair‐wise comparisons with spheroplast, periplasmic 
and culture supernatant scFv level rankings.  Although there was no detectable correlation between 
relative increase in culture density ranking and spheroplast or periplasmic scFv level rankings, there 
was a moderate but statistically significant negative correlation (Rho=‐0.55, p<0.05) when compared 
with  culture  supernatant  scFv  levels.    Thus  scFv  clones  that exhibit  a  low  relative  level of  culture 
supernatant  localisation allow the bacteria harbouring them to attain a higher culture density than 
other scFvs. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.11.  Compartmental analysis of overall relative levels of scFv expression in Escherichia coli.  
Each  of  the  15  scFv  clones was  produced  in  E.  coli  (HB2151).    The  cultures were  equalised  for 
bacterial density and  the supernatant, periplasmic and spheroplast  fractions were electrophoresed 
by SDS‐PAGE, blotted and detected with anti‐his6. (a) Supernatant fraction, (b) periplasmic  fraction 
and  (c)  spheroplast  E.  coli  pellet.    The  blot  is  representative  of  three  independent  experiments 
conducted  on  independently  produced  samples.    (d)  Pre‐induction  (grey  bars)  and  final  culture 
densities (white bars) measured by OD600 are also shown and represent mean values with standard 
error from three independent experiments. 
 
Phage from E. coli XL1‐Blue cultures harbouring 15 different anti‐Hc scFvs were made, concentrated, 
purified  and  quantified  by UV  spectroscopy  (data  not  shown).    Equal  numbers  of  phage  particles 
were blotted onto nitrocellulose  following electrophoretic separation.   All phage‐scFv  fusions were 
probed with  either  a monoclonal  anti‐pIII  IgG  antibody  (Figure 3.12A) or monoclonal  anti‐his6  IgG 
antibody  (Figure  3.12B).    The  helper  phage  control  showed  a  dominant  band  migrating  at 
approximately 70kDa with a variety of  commonly observed  smaller MW weight products.   The 15 
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anti‐Hc phage  fusions  showed  a dominant pIII  signal  at 70kDa,  that was  consistent  from  clone  to 
clone  indicating uniform  loading of phage particles displaying each of  the anti‐Hc  scFvs and a  less 
dominant higher MW band migrating at 100kDa,  the density of which varied  from  clone  to clone.  
Anti‐his6  immuno‐detection for the 15 anti‐Hc scFvs varied  in  intensity from clone to clone and was 
often observed in two bands at both 70kDa and 100kDa.   
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Figure 3.12.  Analysis of scFv phage display propensity.  Each of the 15 scFv‐phage clones and helper 
phage were produced, equalised, electrophoresed, blotted and probed with (a) anti‐pIII antibody to 
demonstrate equalised phage titre or (b) anti‐his6 antibody to detect varying levels in display of scFv 
on phage, as described above. (c) Binding to undiluted phage coated onto an  immunosorbent plate 
was measured by ELISA to determine  levels of pIII and his6 using the same antibodies above.   ELISA 
error bars represent standard error from triplicate measurements.   Grey bars represent mean anti‐
pIII signal and white are mean anti‐his signal.  A representative data set is shown from one batch of 
each  phage‐scFv  for  both  the western  blot  and  ELISA methods.    Three  independently  produced 
batches of phage were analysed. 
 
Quantitative  laser‐scanning densitometry was used  to measure  the western blot  signals  (data not 
shown).   The total signal obtained from both the 100kDa and 70kDa anti‐his6 signals was used as a 
measure of display.   Regardless of whether the full  length scFv  is present, detection of the his6 tag 
dictates  display  of  that  scFv  protein  on  phage.    The  absolute  intensities were  corrected  for  local 
background  signal and  then used  to produce  relative  rankings of  scFv display propensity  for  three 
independently produced batches of phage (data not shown).  An ELISA platform was used to confirm 
the display level data obtained by western blot (Figure 3.12C).  Coating of neat phage without prior 
OD  normalisation was  amenable with  this  assay  platform  since  variation  in  titre,  as  indicated  by 
differences  in pIII signal, could be accounted for by obtaining a ratio of his6 to pIII OD450 values and 
this was used to produce display rankings.   
 Three  independently‐produced  batches  of  the  15  anti‐Hc  phage‐scFvs were  analysed  by  both  the 
western blot and ELISA method described above.  Average rankings from 1 (highest displaying scFv) 
to  15  (lowest  displaying  scFv)  (Table  3.6) were  used  to  conduct  a  Spearmans  correlation  analysis 
comparing  rankings  obtained  between  phage‐scFv  batches  and  between  the  two  measurement 
techniques.  Ranks correlated well between batches and techniques (data not shown).  Thus display 
level  appears  to  be  a  non‐batch  dependent  but  clone‐specific  characteristic  and  varies markedly 
between clones in a panel of 15 anti‐Hc scFvs.  
 
Table  3.6.    Average  relative  rankings  of  scFv  expression  levels  and  phage  display  propensity.  
Rankings from repeat experiments were averaged and are shown here along with standard error for 
the overall expression and display levels.  The ranks shown for supernatant and periplasm are from 2 
independent experiments on two batches of scFv preparation.  The average rankings for spheroplast 
scFv  levels are  from 3  independent experiments on three batches of scFv preparation and  for scFv 
phage‐display  level  from 6  independent experiments on  three batches of phage‐scFv  fusion.    The 
average relative spheroplast scFv level rankings were used as an indicator of overall expression level 
and  to  designate  the  scFvs  into  three  groups  of  either  “high  (average  ranking  ≤  5;  Dark  Grey 
Shading)”, “medium (average ranking > 5 but ≤ 10; Light Grey Shading) ” or “low” (average ranking ≥ 
11; No Shading) expression.   Rankings for phage display propensity were also used to assign similar 
groupings. 
 
Clone
Average scFv Rankings
Supernatant Periplasm Spheroplast SE Display SE
C1 6.0 9.8 7.0 1.2 11.7 1.1
C2 6.0 14.3 3.0 0.6 6.2 0.5
C3 7.5 3.5 8.7 2.9 6.3 1.0
C4 14.5 11.8 4.0 1.5 4.2 1.2
C5 14.5 6.0 3.7 1.5 2.7 0.3
N1 10.0 13.8 10.0 0.6 7.5 2.2
N2 4.0 4.5 3.3 1.9 2.8 1.1
N3 13.0 10.8 12.0 0.0 11.5 0.9
N4 9.0 3.5 9.3 2.0 12.2 1.1
N5 8.3 4.3 11.0 1.0 10.7 1.6
J1 10.5 9.0 14.7 0.3 12.2 0.7
J2 2.0 11.8 4.0 1.5 3.8 0.5
J3 2.0 3.8 5.3 1.3 6.5 1.3
J4 2.0 3.5 10.0 1.0 11.3 0.7
J5 10.8 10.0 14.0 0.6 11.3 1.5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The average  relative scFv  rankings  for display  level propensity were compared with  the expression 
analysis of non‐fused scFv.  We found that display level ranking does not correlate with soluble scFv 
level  rankings  in  either  the  periplasm  (Rho=0.25;  p>0.05)  or  supernatant  (Rho=0.20;  p>0.05).  
However, we found a strong positive correlation (Rho=0.88; p<0.005) between display  level ranking 
and overall scFv expression  ranking as defined by  relative spheroplastic  levels,  illustrated  in Figure 
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3.13.  Based on the ranking data, scFv clones were grouped into ‘high’, ‘medium’ or ‘low’ for phage 
display propensity and overall expression levels (Table 3.6).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.13.  Overall levels of scFv expression exhibit strong positive correlation with phage display 
propensity.    Average  relative  rankings  obtained  for  overall  scFv  expression  in  the  spheroplast 
fraction  of  E.  coli  are  displayed  on  a  scatter‐plot  in  relation  to  average  relative  phage  display 
propensity  rankings  for  each  individual  clone.    1=high,  15=low.    The plot  shows  a  strong positive 
correlation  between  expression  ranking  and  display  level  ranking.    Each  scFv  x‐axis  co‐ordinate 
represents  the  average  ranking  from  3  independent  experimental  observations  of  overall  scFv 
expression  (Table 3.6).   Average rankings  from Table 3.6 are shown.   The Spearmans coefficient of 
rank correlation Rho coefficient  for  this association  is 0.88  representing strong positive correlation 
with a p‐value < 0.005.  Standard errors are not conventionally used for averages of ranks.  However 
they have been calculated (Table 3.6) and are not shown graphically for purposes of clarity. 
 
 
3.2.5 Shake‐flask scale expression and  immobilised metal affinity chromatographic purification of 
15 anti‐TT‐Hc scFvs 
For  subsequent  scFv  characterisation  analyses, which  included  the  competition  binding  and  toxin 
neutralisation assays described in this chapter and subsequent affinity determination experiments in 
Chapter 4,  larger amounts of each  scFv clone were  required  in addition  to a higher  level of purity 
than that obtained using crude culture supernatants.  Thus, each of the scFv clones were expressed 
in 0.5L to 2L cultures of E. coli HB2151 and purified by  IMAC  (Section 2.2.2.2 and 2.2.2.3 Materials 
and Methods).    Total  protein  yield  varied  considerably  between  clones  with  yield  ranging  from 
0.65mg/L  (Clone  C3)  to  around  25mg/L  (Clone  N4)  (Table  3.7).    Levels  of  purity  also  varied 
considerably with  scFv dominance  ranging  from  around 50%  (Clone  J2) up  to  at  least 95%  (Clone 
N4)(Figures 3.14 to 3.16).   For clones that were expressed and purified on more than one occasion, 
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yields  seem  to  be  a  reasonably  reproducible  feature  for most  clones  although  yield  for  clone  C3 
varied by 10‐fold between individual experiments. 
 
Figure 3.17 shows summary Coomassie blue stained reducing SDS‐PAGE gels loaded with 1µg of total 
protein from pooled peak elution fractions from the cobalt‐IMAC purification of each of the 15 anti‐
TT‐Hc  scFvs.   These  clearly  show  that all 15  scFvs are migrating at  the expected MW and are  the 
dominant protein  in the pooled fractions  in each case and were therefore suitable for downstream 
assays that do not require further purification.  Also shown are anti‐his6 western blots of each clone 
preparation in order to confirm identity.  Also loaded is 1µg of the purified TT‐Hc fragment and 1µg 
of commercially purchased and 99.9% pure bovine albumin.   The blots  indicate his6 tagged protein 
bands migrating at 17kDa in preparations of all scFvs except clones J2, N5 and C1 likely to be the VL 
domain from truncated scFvs. 
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Figure 3.14. Reducing SDS‐PAGE analysis of IMAC purification of ant‐TT‐Hc scFvs C1, C2, C3, C4 and 
C5.   The  gels  are  stained with Coomassie blue  and  samples  are  FT=column  flowthrough, W1, W2 
etc=PBS wash, PE=pre‐elute step with 5mM Imidazole, F1, F2 etc = 200mM  imidazole elutions.   The 
scFv fragments represent the dominant protein band  in all cases migrating a similar distance to the 
33kDa MW marker.  M=pre‐stained protein ladder. 
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Figure 3.15. Reducing SDS‐PAGE analysis of  IMAC purification of ant‐TT‐Hc scFvs J1, J2, J3, J4 and 
J5.    The  gels  are  stained with  Coomassie  blue  and  samples  are  FT=column  flowthrough, W1, W2 
etc=PBS wash, PE=pre‐elute step with 5mM Imidazole, F1, F2 etc = 200mM  imidazole elutions.   The 
scFv fragments represent the dominant protein band  in all cases migrating a similar distance to the 
33kDa MW marker.  M=pre‐stained protein ladder. 
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Figure 3.16. Reducing SDS‐PAGE analysis of  IMAC purification of ant‐TT‐Hc  scFvs N1, N2, N3, N4 
and N5.  The gels are stained with Coomassie blue and samples are FT=column flowthrough, W1, W2 
etc=PBS wash, PE=pre‐elute step with 5mM Imidazole, F1, F2 etc = 200mM  imidazole elutions.   The 
scFv fragments represent the dominant protein band  in all cases migrating a similar distance to the 
33kDa MW marker.  M=pre‐stained protein ladder. 
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Table 3.7. Supernatant total protein yields post‐IMAC purification of 15 anti‐TT‐Hc scFv clones. 
scFv Clone  Yield (mg/L) n=1 Yield (mg/L) n=2 Yield (mg/L) n=3  
C1  3.24  2.90  N/A 
C2  4.29  2.40  N/A 
C3  0.65  9.56  N/A 
C4  2.88  3.65  N/A 
C5  2.87  N/A  N/A 
J1  0.73  N/A  N/A 
J2  7.67  5.26   N/A 
J3  8.65  N/A  N/A 
J4  13.73  10.32   N/A 
J5  12.38  N/A  N/A 
N1  3.16  N/A  N/A 
N2  2.68  N/A  N/A 
N3  5.41  N/A  N/A 
N4  23.26  21.05  24.9  
N5  19.29  10   N/A 
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Figure 3.17.   Composite  reducing SDS‐PAGE and anti‐his6 analyses of TT‐Hc and scFv samples.   A 
total protein amount of 1µg was electrophoresed by reducing SDS‐PAGE and stained with Coomassie 
blue for each pooled fraction preparation of anti‐TT‐Hc scFvs C1‐C5 (Gel A), N1‐N5 (Gel B) and J1‐J5 
(Gel C).   Proteins were transferred from a parallel gel to nitrocellulose and probed with an anti‐his6 
HRPO conjugate, blots D, E and F respectively for each scFv grouping.  Each gel/blot was also loaded 
with 1µg of highly pure  (99.9%) BSA  (‐) which has no epitope  tags and 1µg of TT‐Hc which  is his6 
tagged. 
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3.2.6 Competition binding analysis of 15 anti‐TT‐Hc scFvs 
 
Rationale 
The remit of this PhD project  is to provide proof‐of‐principle that the technique, phage display, can 
be used to select CRAbs from a tandem‐scFv  library that contains both non‐chelating and chelating 
scFv pairings.   Therefore when constructing the anti‐TT‐Hc tandem‐scFv  library,  it was  important to 
know which  scFv  pairings were  hypothetically  chelating  and which  non‐chelating.    The  following 
section describes the optimisation and execution of a pair‐wise competition binding study which aids 
determination  of whether  each  potential  scFv  pairing was  chelating  (non‐competitive  binding)  or 
non‐chelating  (competitive  binding).   When  developing  an  appropriate  assay  it was  important  to 
consider that each scFv is in the same phagemid vector (pCANTAB6), each with identical epitope tags 
(his6  and  c‐myc).    The  basis  of  the  final  competition  binding  assay  is  illustrated  in  Figure  3.18.  
Recombinant TT‐Hc was coated onto a 96‐well plate at a concentration of 45nM, the plate blocked 
and then pre‐incubated with soluble non phage‐fused scFv at an approximate concentration of 3 to 
5µM.   Purified phage‐scFv  fusion was  then added  to  the plate without  removing  the  soluble  scFv.  
The detection step  is via  the phage coat protein using an anti‐M13 HRPO  immunoconjugate which 
binds  to phage  coat protein 8 which  therefore acts as a  tag.   Thus each pair‐wise  combination of 
phage‐scFv  and  soluble  scFv  was  assayed  (225  combinations).    Each  phage‐scFv  clone  was  also 
assayed against itself in soluble form as an intrinsic positive control for competitive measurement. 
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Figure 3.18. Rationale for competition binding assay by ELISA method.   A 96‐well  immunosorbent 
assay plate is coated with a low density of TT‐Hc and pre‐incubated with soluble scFv at a relatively 
high  concentration.   Phage‐scFv  fusion  is added and  following a washing  step, an anti‐M13 HRPO 
immunoconjugate  is  added which  detects  binding  of  the  phage‐scFv  fusion  only.    Any  significant 
levels of competition between the two scFv clones  is manifest by a drop  in the phage signal  in the 
presence of soluble non‐fused scFv compared to a phage‐scFv only control. 
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Results 
Prior  to commencement of optimisation and execution of  the competition binding studies,  the 15‐
scFv clones in both non‐fused and phage‐fused format were produced as described in Materials and 
Methods Sections 2.2.2.2 and 2.2.5.2.  They were checked qualitatively for TT‐Hc binding activity by 
ELISA (Figures 3.19A and B).  The non‐fused samples were assayed at approximate concentrations of 
between 3 and 5µM (variation due to different levels of scFv purity) via c‐myc tag detection and the 
phage‐scFv  fusions at 1  in 2 dilutions via anti‐M13 detection  (coat protein 8).   These experiments 
revealed  that  14  of  the  15  clones  exhibited  binding  activity  significantly  above  background  levels 
(p<0.05).  Clone J3 however did not exhibit any significant levels of binding to TT‐Hc in either phage‐
fusion non‐fused  soluble  format.    It was  therefore dropped out of  further experimentation at  this 
stage. 
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Figure 3.19.  Recombinant TT‐Hc binding ELISA to check scFv and phage‐scFv functionality.  A non‐
comparative qualitative ELISA to elucidate TT‐Hc binding activity for 15 anti‐TT‐Hc scFvs determined 
for  1  in  2 dilutions of neat  PEG  purified  stock  for  phage‐scFv  fusions  (A)  and  at  3‐5µM  for  IMAC 
purified scFvs  (B). Controls: D1.3=anti‐lysozyme scFv.   H=helper phage.   Each clone was assayed  in 
triplicate and mean assay values are shown with standard error.  All binding signals were significant 
(students t‐test) (p<0.05) except for scFv J3 in either soluble or phage fused form. 
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Preliminary  competition  experiments  utilising  clone  C1  determined  that  for  the  purposes  of  the 
competition  binding  ELISAs,  a  limiting  TT‐Hc  concentration  of  45nM,  as  opposed  to  the  standard 
ELISA  concentration  of  200nM,  resulted  in  a  more  sensitive  capacity  to  detect  competition  for 
binding (data not shown).   The subsequent step  in optimising the competition binding assay was to 
titrate each of  the 14 scFv clones  in phage  fusion  format, using a TT‐Hc concentration of 45nM,  in 
order to gauge the optimal  limiting dilution for the competition assay for a sufficient assay window 
for inhibition measurements (Figures 3.20, 3.21 and 3.22).  Optimal dilutions for each clone are listed 
in Table 3.8.   Many  clones exhibited apparent  saturation  followed by  increased binding at  further 
phage  titre  increments.   Extreme examples of  this were clones C2, C4 and N3  (Figure 3.20B/D and 
3.22C).   Clones  J1 and  J5 exhibited a saturating signal at the  lowest dilutions  (Figure 3.21A and D).  
Phage dilutions were chosen for use in the competition binding analyses that gave a reasonably high 
binding signal (assay window) and were limiting (Table 3.8).   
 
The next step in assay optimisation was determining the appropriate amount of soluble scFv to use in 
the  assays.    Phage‐scFv N4  binding was  assayed  at  a  fixed  dilution  (1  in  8)  in  the  presence  of  a 
dilution  series of  soluble  scFv N4  (Figure 3.23).   Concentrations of  scFv N4 of 3.75µM  and higher 
completely ablated binding of phage‐scFv N4.  It was also found that pre‐incubation with soluble scFv 
prior  to  phage‐scFv  addition,  resulted  in  a modest  improvement  in  competition measurement  at 
soluble  scFv  concentrations  less  than  3.75µM.    Thus  it  was  decided  that  subsequent  pair‐wise 
competition analysis would be conducted using the optimised phage‐scFv dilutions and soluble scFv 
concentrations of between 3 to 5µM with pre‐incubation. 
 
Table 3.8. Optimised phage‐scFv dilutions for use in competition binding assays. 
 
Phage‐scFv Fusion Assay Dilution
C1 1 in 32
C2 1 in 32
C3 1 in 8
C4 1 in 32
C5 1 in 32
J1 1 in 4
J2 1 in 8
J4 1 in 16
J5 1 in 8
N1 1 in 16
N2 1 in 16
N3 1 n 16
N4 1 in 8
N5 1 in 8
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Figure 3.20.  Binding ELISA titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones C1, C2, C3, C4 and C5.  Binding 
of anti‐TT‐Hc scFvs C1 (A), C2 (B), C3 (C), C4 (D) and C5 (E) to TT‐Hc by ELISA was titrated from a 1 in 2 
dilution of phage‐scFv to a 1  in 1000 dilution.   Binding to TT‐Hc  (45nM) was measured  in  triplicate 
wells and mean values are shown with standard error bars (filled circles).  Binding was measured also 
in  the  presence  of  block  alone  to  gauge  background  binding  activity  (empty  circles).    Scales  are 
different due to differing binding activity between each phage‐scFv clones.  Phage dilutions that were 
(1)  evidently  limiting  for  the  concentration  of  TT‐Hc  used  (2)  gave  a  sufficient  assay window  for 
inhibition measurement were selected for use in the competition binding experiments.   
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Figure 3.21.   Binding ELISA  titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones  J1,  J2,  J4 and  J5.   Binding of 
anti‐TT‐Hc scFvs J1 (A), J2 (B), J4 (C) and J5 (D) to TT‐Hc by ELISA was titrated from a 1 in 2 dilution of 
phage‐scFv  to a 1  in 1000 dilution.   Binding  to TT‐Hc  (45nM) was measured  in  triplicate wells and 
mean values are shown with standard error bars  (filled circles).   Binding was measured also  in  the 
presence of block alone  to gauge background binding activity  (empty circles).   Scales are different 
due  to  differing  binding  activity  between  each  phage‐scFv  clones.    Phage  dilutions  that were  (1) 
evidently  limiting  for  the  concentration  of  TT‐Hc  used  (2)  gave  a  sufficient  assay  window  for 
inhibition measurement were selected for use in the competition binding experiments.   
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Figure 3.22.  Binding ELISA titration of anti‐TT‐Hc phage‐scFv clones N1, N2, N3, N4 and N5.  Binding 
of anti‐TT‐Hc scFvs N1 (A), N2 (B), N3 (C), N4 (D) and N5 (E) to TT‐Hc by ELISA was titrated from a 1 in 
2 dilution of phage‐scFv to a 1 in 1000 dilution.  Binding to TT‐Hc (45nM) was measured in triplicate 
wells and mean values are shown with standard error bars (filled circles).  Binding was measured also 
in  the  presence  of  block  alone  to  gauge  background  binding  activity  (empty  circles).    Scales  are 
different due to differing binding activity between each phage‐scFv clones.  Phage dilutions that were 
(1)  evidently  limiting  for  the  concentration  of  TT‐Hc  used  (2)  gave  a  sufficient  assay window  for 
inhibition measurement were selected for use in the competition binding experiments.   
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Figure 3.23.   Competitive titration of phage‐scFv N4 binding with soluble scFv N4.   The binding of 
phage‐scFv  N4  to  TT‐Hc  was  measured  by  ELISA  with  an  anti‐M13  HRPO  immunoconjugate.  
Measurements were made  at  a  fixed dilution  (1  in 8) of PEG‐purified phage‐scFv N4  stock  in  the 
absence of soluble scFv N4 and with increasing concentrations of scFv N4 from 0.12µM up to 30µM.  
The assay was conducted with soluble scFv pre‐incubation (grey bars) prior to phage‐scFv addition or 
addition of  soluble  scFv and phage‐scFv  simultaneously.   Binding  signal was measured  in  triplicate 
and bars represent means with standard error bars.  
 
 
Following  optimisation,  pair‐wise  competition  binding  analyses were  conducted.    Each  of  the  14 
phage‐scFvs were  assayed pair‐wise  against  each  of  the  14  soluble  scFvs.    The  results of  this  are 
displayed in Figure 3.24A through 3.24N and summarised in the matrices shown in Figures 3.25A and 
3.25B.  In this system each possible scFv pairing was assayed in both forms.  E.g. phage scFv J1 vs scFv 
J4 and phage‐scFv J4 vs scFv J1.  This included a same‐clone control such as phage‐scFv J1 vs scFv J1 
which should result  in a reduction  in phage binding   thus validating each  individual assay.   A 1‐way 
ANOVA  was  conducted  followed  by  a  Dunnett  multiple  comparison  analysis  which  indentified 
significant differences in phage‐binding in the presence of each scFv compared to a control consisting 
of phage‐scFv alone  (100% binding).   With  few exceptions,  the data  revealed  that all  “J” and  “N” 
clones compete for binding to TT‐Hc, both within and between groups.  All “C” clones compete with 
each other  for binding.   With  the exception of pairings C1+N5 and C2+(J4/J5/N4/N5), no soluble C 
clone was able to reduce binding of any J or N phage fusion and vice versa indicating that all C clones 
were able to simultaneously bind to TT‐Hc with any J or N clones except stated parings. 
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Figure 3.24.   Competition binding assay  for 14 anti‐TT‐Hc scFv clones.   Each of  the 14 phage‐scFv 
fusions C1‐C5 (graphs A to E respectively), J1‐J5 (excluding J3) (graphs F to I respectively) and N1‐N5 
(graphs J to N respectively) were assayed systematically at pre‐determined fixed dilutions (Table 3.8) 
both  in  the  absence  of  soluble  scFv  and  TT‐Hc  (grey  bars  =  positive  and  negative  controls 
respectively) and  in  the presence of each of  the 14 scFvs  in soluble  form  in  turn  (3‐5µM).   Soluble 
scFvs were pre‐incubated with  TT‐Hc  prior  to phage  addition.    Each phage‐scFv was  also  assayed 
against  its  non‐fused  form  as  an  intrinsic  positive  control  for  competitive  measurement.    Each 
condition was measured in triplicate and bars are means with standard error bars.  One‐way ANOVA 
was used to determine whether there was significant global variation between phage‐binding in the 
absence of scFvs and in the presence of scFvs for each clone.  Significant variation was confirmed in 
each  case  (p<0.01).    A  post‐ANOVA  pair‐wise  multi‐comparative  test  was  performed  using  the 
Dunnett algorithm which compares mean individual binding measurements with the positive binding 
control for each clone taking into account global background variation.  Significant differences to the 
control are highlighted by either (*) which equates to (p<0.05) or (**) which equates to a (p<0.01).  
No star indicates any differences from the control are not statistically significant. 
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Figure 3.25.   Summary of scFv competition binding analysis and chelating pair  identification.   The 
competition  binding  analysis  data  generated  for  each  phage‐scFv  fusion  in  turn  is  summarised  in 
matrix A.   Green  squares  indicate  that  a  particular  soluble  scFv  did  not  result  in  any measurable 
reduction  in binding of  the pair‐wise assayed phage‐fusion.   Red  squares  indicate  that a particular 
soluble scFv resulted in a measurable and statistically significant reduction in binding of the pair‐wise 
assayed phage‐scFv fusion.  * indicates that there was a reduction in binding of phage‐scFv C2 in the 
presence  of  its  own  soluble  form  (as would  be  expected)  but  the  p‐value  for  the  difference was 
0.1>p>0.05 and so was modest.  ** indicates that the presence of a particular soluble scFv resulted in 
an increase in binding of the pair‐wise assayed phage‐scFv fusion above that of the phage‐scFv alone 
(positive control) indicating a cooperative binding effect.  The summary data from matrix A was used 
to generate matrix B which indicates whether a particular scFv pairing is chelating (non‐competitive), 
illustrated with a tick (3), or non‐chelating (competitive), illustrated with a cross (2). 
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3.2.7 Ganglioside binding assay as a measure of scFv toxin neutralisation potential.   
As a  final stage  in characterising scFvs to aid rational selection of clones  for  inclusion  in a tandem‐
scFv  library,  it was necessary  to determine each of  the  clones  capability  in preventing TT‐Hc  from 
binding to its native binding partner, ganglioside.  The assay was conducted following a protocol that 
had  been  previously  optimised  to  study  binding  of  TT‐Hc  and  various mutants  to  the  ganglioside 
(Qazi et al., 2006) as detailed in Materials and Methods Section 2.2.8.  All scFv clones were analysed 
using pooled  fractions  from  the  IMAC purifications described earlier  in  this  chapter.   Clones were 
analysed  at  a  fixed  concentration  and  due  to  purity  differences,  actual  scFv  concentration  varied 
from approximately 3µM to 5µM.   With the exception of clone N1, all clones exhibited a significant 
level of  toxin neutralisation defined by  inhibition of  toxin binding  to  the plate  coated  ganglioside 
(Figure 3.26).   Clones C1 through C5  in addition to J1, J4 and N4 reduced binding of the toxin to  its 
target ganglioside by between 70% and 95% (p<0.001).  Clones J2, J5, N2 and N5 reduced binding of 
the toxin to ganglioside by approximately 50% (p<0.01).  Clone N3 reduced toxin binding by 50% also 
but less statistical significance (p<0.05).   
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Figure 3.26.   Ganglioside binding assay for gauging scFv toxin neutralisation potential.   Binding of 
TT‐Hc  to  the  ganglioside was measured  in  in  the  presence  of  each  scFv  (grey  bars)  and  absence 
(white bar) as a positive binding control.  Background signal is also shown (white bar –No Hc).  Each 
measurement was made in triplicate and bars represent means with standard error bars.  Differences 
in means between  test  samples  and  the  TT‐Hc only positive  control were made using  a  standard 
students t‐test (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, no star=not significant).   With the exception of 
clone N1, all other scFvs appear to neutralise TT‐Hc binding to GT1b ganglioside by varying degrees.   
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3.3 Discussion 
 
3.3.1 Expression, purification and biotinylation of recombinant TT‐Hc 
Recombinant TT‐Hc was expressed  in E. coli and  isolated to 99% purity by cobalt‐IMAC purification 
from cell  lysate.   The yields obtained are consistent studies conducted by Qazi et al Professor Neil 
Fairweathers group  (Qazi, 2004; Qazi et al., 2007).   The observed  ratio of dimer  to monomer was 
consistent with previously published observations  (Qazi et  al., 2007).    Isolation of  the monomeric 
form of T‐Hc was an  important aspect of the project, particularly with regards to the phage display 
selection of CRAbs where it is critical that a bi‐molecular interaction occurs between the CRAbs and 
toxin with  a  1:1  stoichiometry.    In  addition,  the dimeric  form of  TT‐Hc may  result  in  certain  scFv 
epitopes being masked at the dimeric interface.  Although the monomeric form of TT‐Hc was isolated 
successfully, its equilibration back to a dimeric form cannot be ignored.  Although this has not been 
investigated  significantly and quantified, unpublished work by Qazi et al  suggests  that  the process 
may  take months  at  ‐80°C  and weeks  at  +4°C.    Hence  to  ensure  that  TT‐Hc  samples  contained 
minimal amounts of dimer, the isolated monomer was stored at ‐80°C and used within a month or at 
4°C and used within a week. 
 
The  TT‐Hc  fragment was minimally  biotinylated  after  successful  optimisation.    At molar  coupling 
ratios of 20:1, 10:1 and 1:1 protein aggregation upon buffer exchange was observed although  this 
was minimised at the  lower biotin  incorporation ratio.    It  is POSSIBLE that over‐biotinylation of the 
TT‐Hc  fragments  was  causing  their  aggregation  via  the  formation  of micelle‐like  structures  with 
biotinylated  patches  at  hydrophobic  interfaces  with  non‐biotinylated  regions  of  each  molecule 
remaining solvent exposed (Personal Communication, Dr. Gokhan Yahioglu).  Interestingly, we found 
inclusion of the p20 surfactant (Section 2.1.1 Materials and Methods) at a concentration of 0.005% in 
the PD10 exchange buffer reduced aggregation significantly to almost undetectable levels regardless 
of biotinylation molar‐coupling ratio which supports further this idea.  At biotin incorporation levels 
of 3.24:1 and 4.16:1,  there was an extravidin‐HRPO binding signal when capturing  the biotinylated 
TT‐Hc on avidin.  This indicated that in addition to the biotin molecule anchoring TT‐Hc to the avidin 
coated plate surface there were sufficient extra biotin molecules per TT‐Hc molecule to generate an 
extravidin HRPO  binding  signal.    This  signal was  ablated  at  a  biotin:protein  substitution  levels  of 
1.18:1 or lower presumably due to a lack of secondary biotinylation.  Plate bound toxin levels, judged 
by  anti‐his6  signal were  highest  at  the  1.18:1  biotin:protein  substitution  level.    Perhaps  at  lower 
biotinylation  levels, the toxin  level reduced because of a sharp  increase  in toxin molecules with no 
biotin moiety  at  all.    At  biotin:protein  substitution  levels  higher  than  1.18:1,  the  toxin  level  also 
appeared to decrease.  Although it would be more logical to perhaps conclude that in those samples, 
which were shown  to be over biotinylated,  the his6  tag may have been masked by biotin moieties 
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coupled  to  the  amino  group  of  the  N‐terminal  amino  acid  proximal  to  the  his6  tag  therefore 
interfering with binding of the anti‐his6 monoclonal antibody.  It is worth noting that due to the lower 
detection limit of the HABA‐avidin assay which measures biotin incorporation level, the true level of 
incorporation resulting from an original molar‐coupling ratio of 0.1:1 may be much  lower than that 
measured (0.93:1).   
 
A  specific  study  relating  to  biotinylation  of  tetanus  toxin  and  its  effect  upon  toxin  function was 
conducted (Fujita et al., 1990).  This study used molar coupling ratios of 1:1, 4:1, 20:1 and 200:1 and 
utilised amide  coupling  chemistry.   The authors  found a decrease  in neuronal  cell binding affinity 
which correlated with increasing biotin:toxin molar coupling ratio.  At the lowest ratio (1:1) the toxin 
did however retain 80% of  its binding affinity.   However that study did use whole toxin rather than 
the recombinant Hc fragment and also did not measure actual biotin:protein substitution level. 
 
3.3.2. Selection of five HcN binding scFvs from a panel of twenty‐six 
Previously,  over  50  scFv  clones  were  selected  from  a  phagemid  library  supplied  by  Cambridge 
Antibody Technology, with specificity for the recombinant c‐terminal domain of tetanus toxin heavy 
chain (TT‐Hc).  Twenty‐six of these clones were shown to bind to the N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc 
(HcN)  by  phage‐ELISA.    In  the  present  project,  these  twenty‐six  clones  underwent  preliminary 
characterisation in order to select 5 clones for further characterisation alongside 10 other previously 
identified clones (HcC and HcJ binding clones).   
 
Bst NI fingerprinting identified 18 fingerprint groupings amongst the 26 clones indicating a high level 
of  clone  diversity.    This methodology  is  not  flawless,  and  can  lead  to  false  positive  or  negative 
diversity  discrimination  (Bradbury  and  Marks,  2004).    For  example,  it  would  be  hypothetically 
possible  for  two  clones  to  have  identical  RFLPs,  but  different  sequences  indicating  gross  or  fine 
specificity differences.   Conversely it is possible for two clones to have different RFLPs but identical 
CDR regions  leading to  identical epitope specificity.   Despite this, the method  is reliable and widely 
used  (Bradbury  and  Marks,  2004;  Clackson  et  al.,  1991;  Nejatollahi  et  al.,  2002);  although  no 
substitute for final DNA sequencing checks of the most interesting clones. 
 
Small‐scale  soluble  expression  of  the  twenty‐six  HcN  binding  clones  revealed  considerable 
differences  in  localisation  to  the  culture  supernatant.    Localisation  of  scFvs  to  the  periplasm  and 
subsequent  leakage  into the culture supernatant  is a desirable characteristic since  it facilitates ease 
of purification and ensures a higher proportion of functional material (Froyen et al., 1993; Kipriyanov 
et al., 1997a; Lin et al., 2008; Tsumoto et al., 1994).   Material purified directly from the periplasmic 
space or  the cell pellet may contain a proportion of aggregated or  incorrectly  folded material  that 
153 
 
would  perhaps  be  less  functional  (Knappik  et  al.,  1993;  Skerra  and  Pluckthun,  1991).    Factors 
effecting supernatant localisation will be discussed in Discussion Section 3.3.4.   
 
Clones 3, 37, 47, 59 and 67 exhibited no Western blot or TT‐Hc ELISA binding signal  in supernatant 
samples.  A possible explanation for this includes the presence of amber stop codons in the scFv ORF 
which would halt translation prematurely in HB2151 cells.  This would account for the phage‐binding 
signal  observed  in  the work  of  Dr Qazi  since  TAG  codons  are  suppressed  in  the  TG1  strain  and 
functional product produced (Qazi, 2004).   A second explanation for the  lack of scFv  in supernatant 
for  these  clones  would  be  that  they  are  poorly  soluble  and  form  aggregates  in  the  cytosol  or 
periplasm when expressed  in non‐phage  fused  form  (Nieba et al., 1997).   Such poor solubility may 
prevent leakage of the scFv into the culture supernatant.  A final explanation may that these clones 
simply exhibit low overall expression levels due to detrimental codon bias toward codons that differ 
from those preferential for E. coli (Makoff et al., 1989).  In addition the presence of DNA motifs that 
interfere  with  transcription  or  RNA motifs  that  interfere  with  translation  could  account  for  low 
overall expression.  The latter two hypotheses may also explain the observations for clones 25, 27, 30 
and 76 which exhibited very low signals in western blot and binding ELISA. 
 
Interestingly high scFv levels of clones 10, 12, 20 and 69 were observed in the culture supernatant by 
Western  blot  but  these  were  accompanied  by  no  significant  TT‐Hc  binding  signal  by  ELISA.    An 
extremely  low affinity could explain this or alternatively they may be non‐specific binders from the 
original phage display  selections which  gave  false‐positive  signals  in Dr Qazis original phage‐ELISA 
experiments.    The  present  experiment  was  conducted  twice,  independently,  from  the  point  of 
expression  through  to  the Western blots and ELISAs and produced  the same  results  in both cases.  
The ELISA  assays were  conducted  in duplicate wells per  clones, per  independent  repeat  and with 
block only controls.  Thus the likelihood of false‐negative results presently, is minimal.  Alternatively, 
these clones may have a propensity to be displayed in high copy numbers on phage and so produce a 
high avidity binding effect  in phage‐fused  form but not  in soluble  form but  this  is perhaps unlikely 
since a pIII phagemid system is widely accepted to result in monovalent display (Bradbury and Marks, 
2004; O'Connell et al., 2002). 
 
Clone 61 was observed as having extremely low supernatant levels by Western blot but a high TT‐Hc 
binding signal.  This can be explained either by a high affinity or by a high avidity driven by multimer 
formation  (Hudson  and  Kortt,  1999).    The  remaining  clones  produced  good  to  excellent  soluble 
expression signals and TT‐Hc binding signals.  From these, clones 22, 49, 52, 56 and 60 were selected 
for further study alongside the five HcC and five HcJ binding clones.  This selection was based on the 
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fact  these clones gave  the best combination of supernatant  levels and binding signal coupled with 
differential diversity groupings thus increasing the likelihood of maximal diversity amongst them. 
 
3.3.3 Bioinformatics analysis 
The fifteen scFvs N1‐N5, C1‐C5 and J1‐J5 were characterised to enable the rational inclusion of clones 
in a  tandem‐scFv  library  from which CRAbs were  to be selected.   The clones were DNA sequenced 
and subsequent comparisons of their translated amino acid sequence made.   Mapping to germline 
sequences allowed  the successful  identification of V‐regions but not D or  J  regions.   The extensive 
loss of D/J conservation combined with the quantity and diversity of the anti‐TT‐Hc scFvs obtained is 
indicative  of  a  secondary,  affinity  matured  humoral  response  (Di  Noia  and  Neuberger,  2007; 
Neuberger and Milstein, 1995) and this has more specifically been shown for tetanus toxin response 
(Poulsen et al., 2007).   This was not a surprising observation since  the phagemid scFv  library  from 
which  the  clones were originally  selected was derived  from  a pool of UK donors  (Vaughan  et  al., 
1996).   In the UK,  individuals are vaccinated against tetanus shortly after birth and receive multiple 
boosters  throughout  their upbringing  (Bracebridge et al., 2004).   Thus, although at  face value  the 
phagemid library used was naive, with respect to tetanus it was in fact an immunised library.   
 
We observed a high degree of light chain promiscuity amongst the 15 clones with only 6 individual VL 
domains  identified.      For  example  clones  C3,  C5  and  N2  had  light  chains  with  100%  sequence 
homology.  Light chain promiscuity has been observed previously and is consistent with the fact that 
the key interactions between the antigen combining site and the antigen is via the VH CDR3 (Kang et 
al., 1991; Zebedee et al., 1992).    It  is believed that the VH domain  imparts the key contribution to 
specificity and affinity.   
 
3.3.4 Comparative analysis of scFv phage display propensity, overall expression and soluble levels 
of scFv in the periplasm and culture supernatant 
In  the analysis of phage display propensity by Western blot,  the combined  (total)  signal produced 
using  the anti‐his6 HRPO  conjugate was used as  the  indicating parameter.   This  included bands at 
both 70kDa and 100kDa.  The 100kDa band theoretically represents full‐length pIII coat protein fused 
to  full‐length scFv.   The 70kDa his6‐tagged band could represent either  full‐length pIII appended to 
the his6 tag of a scFv which has been cleaved away through proteolysis or a species resulting  from 
proteolysis of both pIII (toward its C‐terminus) and the scFv (towards its N‐terminus).  Either way, the 
presence  of  his6  tag whether  in  the  context  of  full‐length  scFv‐pIII  fusion  or  proteolytic  product 
indicates display of  a particular  scFv  on  the  phage particle.    It  is  also worth noting  that previous 
investigations  reveal  unexpected  electrophoretic migration  of  pIII  due  to  its  high  glycine  content, 
extended shape and multi‐domain structure leading to differences between calculated and expected 
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molecular weights and this may have contributed to the results observed here (Chatellier et al., 1999; 
Gailus and Rasched, 1994). 
 
The  observed  clone  specific  variability  in  scFv  display  level was  not  unexpected  given  that  these 
clones were derived after only 2  rounds of  selection on  the Hc antigen  (Qazi, 2004) and  that  the 
range of pair‐wise sequence homology between clones was as low as 48% spanning up to 98%.  Such 
differences  in display  level may have  implications  in  selections  such  that  scFvs exhibiting a higher 
display  level  may  be  preferentially  enriched  in  the  absence  of  vastly  differing  affinities.    This 
observation has  implications  regarding downstream CRAb phage display selections also.   For CRAb 
proof of concept it is advantageous to work with high expressing and displaying scFvs eliminating this 
potential  source  of  variability.    Given  that  scFvs  have  been  shown  to  be  relatively  resistant  to 
premature  cytosolic  folding/aggregation  (Ewert  et  al.,  2003a;  Ewert  et  al.,  2003b;  Steiner  et  al., 
2006),  it can be hypothesised  that  the display  level variation shown here  is due  to variation  in  the 
overall expression level of the scFvs with the reasonable assumption that facility for translocation to 
the periplasm is uniform amongst the 15 clones. 
 
The other key observation was a clone specific variation in overall scFv expression (spheroplast level) 
and  localisation  to  the  periplasm  and  culture  supernatant  in  soluble  form.   Also  scFv  clones  that 
exhibited  a  low  relative  level  of  culture  supernatant  localisation  allowed  the  bacteria  harbouring 
them to attain a higher culture density than other scFvs.  Given that scFvs are not prone to cytosolic 
aggregation  (Ewert  et  al.,  2003b;  Steiner  et  al.,  2006),  the  lack  of  correlation  between  the 
spheroplast  and  periplasmic  levels  of  scFv may  be  explained  by  differential  toxicity  once  in  the 
periplasm.   Our culture density data suggests that some scFvs are more toxic  than others and that 
clones  with  a  high  level  of  supernatant  localisation  hinder  bacterial  growth  following  induction, 
perhaps  through  lytic mechanisms  or  destabilisation  of  the  outer membrane.    This  non‐uniform 
differential  soluble  scFv  localisation  therefore  directly  influences  any  correlation  between 
supernatant  levels  and  periplasm,  and  supernatant/periplasm  with  spheroplast  levels.    Differing 
levels  of  toxicity  may  be  due  to  periplasmic  aggregation  and  hence  inclusion  body  formation, 
proteolytic  breakdown  or mis‐folding  due  to  inappropriate  disulphide  bond  formation which  has 
been observed previously  for scFvs  (Kipriyanov et al., 1997a; Kipriyanov et al., 1997b; Nieba et al., 
1997). 
 
The strong correlation between overall scFv expression level  (as measured by spheroplast levels) and 
display  propensity  provides  insight  into  the  possible mechanism  leading  to  a  lack  of  correlation 
between overall scFv expression and soluble  levels  in the periplasm and supernatant.   Assembly of 
pIII‐scFv fusion proteins into phage particles is dependent upon their translocation to the periplasm 
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(Steiner et al., 2006).   Since we  found  that overall expression  level correlates strongly with display 
level, it may be concluded that few of these scFv clones exhibit a marked level of premature folding 
or degradation  in  the bacterial  cytosol  that may hinder  their  translocation  to  the periplasm.   Any 
degree of premature folding may be assumed to be uniform amongst the 15 clones since the primary 
factor influencing display level is simply the absolute level of scFv expressed in the bacterial cytosol.  
Given  that scFv expression  in both pIII‐fused and non‐fused  forms share  the same secretary signal 
sequence  it can be assumed  that both are  trafficked  to  the periplasm  in an  identical manner.   We 
would  therefore expect  levels of soluble scFv  in  the periplasm  to correlate with overall expression 
level and display level.  This was not the case.   
 
A hypothetical explanation  for  the observed disparity  therefore potentially  lies  in  the  fact  that  the 
fates of pIII  fused and non‐fused scFvs diverge once  the proteins are  translocated across  the  inner 
membrane  of  E.  coli.    The  pIII‐scFv  fusion  remains  anchored  in  the  inner membrane  via  the  C‐
terminal domain of pIII (Marvin, 1998) where it becomes incorporated with nascent phage particles.  
Free scFv remains in the periplasmic space where it is subject to potential mis‐folding or aggregation.  
We  propose  that  differential  levels  of  aggregation  between  clones  at  this  stage  leads  to  varying 
degrees of membrane destabilisation and therefore leaking of scFv into the supernatant.   
 
The  link  between  total  protein  expression  and  phage  display  was  supported  by  bioinformatics 
analyses.    It seemed  that scFvs exhibiting a high  level of display and expression often harboured a 
VK1  derived  VL  domain  and  those  exhibiting  low  expression  and  display  tend  to  harbour  a  VH3 
derived  VH  domain.    A  number  of  factors  influence  translation  efficiency,  codon  usage  being  an 
important  parameter  (Lu  et  al.,  2007;  Makrides,  1996).    One  codon  usage  index  is  the  codon 
adaptation  index  (CAI)  (Sharp and  Li, 1987) which was determined using  the  codonW programme 
(Sharp,  1991).    Ranking  of  the  CAI  correlated  with  overall  expression  and  hence  phage  display 
(Rho=0.68 p<0.01).   The  Improbizer program  (Ao et al., 2004) was used  to  search  for DNA motifs 
which  could  be  linked  to  high  expression.  However, many motifs were  identified  and  given  the 
similar nucleotide backgrounds, it was impossible to deduce which ones could be of significance and 
which ones were signatures of the V‐gene sequences.   A similar protein sequence analysis failed to 
identify any protein motifs which correlate with phage display propensity.  A possible explanation for 
the  variation  in  overall  scFv  expression  and  therefore  indirectly  phage  display  propensity,  lays  at 
either the regulation of transcription or translation.  It should be noted that the actual range of CAI 
values was very small indicating that the observation described above was either artefactual or that 
small differences in codon bias can have dramatic effects on the rate of translation due to differential 
amino‐acyl‐tRNA  availability.    These  observations  perhaps  strengthen  the  argument  that  phage 
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display  of  scFvs  is  closely  and  significantly  linked  to  overall  protein  expression  and  not  post‐
translational protein‐orientated events such as folding.   
 
The great deal of research detailing protein sequence motifs which affect functional (soluble) protein 
expression, particularly recombinant antibodies (Bothmann and Pluckthun, 2000; Nieba et al., 1997) 
is likely to affect the levels of scFv found in the periplasm and supernatant.   
 
In conclusion, when premature protein folding  in the bacterial cytosol  is not a factor, phage display 
levels correlate with overall expression  level. Higher  levels of  synthesised protein  result  in greater 
levels of  inner membrane  translocation  and  incorporation  into phage particles.  Therefore,  factors 
influencing overall expression indirectly influence phage display propensity. This suggests that better 
scFv  display  could  be  achieved  in  codon‐optimised  strains  of  E.  coli  such  as  those  commercially 
available. However, high levels of overall expression may not necessarily imply high levels of soluble 
localisation to the periplasm or supernatant.  This may influence selection of clones for further study 
after  phage  display  suggesting  that  a  screen  of  periplasmic  or  supernatant  levels  should  be 
conducted  in order to select clones that exhibit a desirable high soluble yield.   This same approach 
will have to be applied when selecting specific CRAb clones for further study after their phage‐display 
selection described in Chapter 6. 
 
The expression and display analyses described so  far were  for small‐scale  (10ml) cultures grown  in 
universal tubes.  In order to derive sufficient quantities of material for further characterisation, it was 
necessary  to  conduct  scale‐up  culture  in  2‐Litre  shake  flasks.    It  was  not  possible  to  conduct  a 
comparison between  scFv yield  from  the  supernatant of  these  scaled‐up  cultures and  the  relative 
levels in small‐scale culture because some clones were only expressed on one occasion in larger scale 
culture and so there is not enough data to make reliable comparisons.  In addition, IMAC purification 
of each clone resulted  in varying degrees of purity between clones and  it was therefore difficult to 
accurately quantify the yield of scFv.  Despite this, it was clear that there was a considerable variation 
in apparent scFv yield between clones  in  large scale culture.   Clone N4 consistently produced yields 
of greater than 20mg/L where as clones C1 and C2 consistently produced yields of  less than 5mg/L.  
Some very poor yields were observed.   Reasons for this variation  in soluble supernatant yield have 
already been discussed.    In the short‐term  it may be possible to  increase scFv yield via purification 
from the periplasmic space (Hust et al., 2007) or by use of different E. coli  strains, different culture 
mediums,  or  variation  of  various  culture  conditions  such  as  IPTG  induction  concentration  or 
induction  OD  or  time  (Lin  et  al.,  2008).    It  has  been  found  previously  that  addition  of  sucrose 
(Kipriyanov et al., 1997a) to the culture medium can encourage release of recombinant protein into 
the  supernatant.   However, we  found  this  is not  the  case with any of  the  low  yielding  clones.   A 
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longer term solution to poorly expressing scFv molecules  is expression  in a yeast system which can 
often result in yields of greater than 20mg/L (Emberson et al., 2005) up to over 100mg/L (Kogelberg 
et al., 2008).   
 
3.3.5 Competition binding analyses 
Competition binding analyses were conducted using an ELISA based platform where by TT‐Hc was 
coated onto an immunoplate and the pre‐incubated with antibody 1 followed by addition of antibody 
2  fused  to  a phage  particle.   Binding of  this  second  antibody was  then measured using  a phage‐
specific HRPO  immunoconjugate with the rationale that  if the two antibodies competed for binding 
to the same or overlapping epitopes then binding of the second antibody and hence the phage signal 
would be diminished in the presence of the first antibody.   
 
The antigen binding capability of all 15 scFvs in both phage‐fusion and soluble scFv was checked prior 
to competition binding assays.  This analysis showed that clone J3 did not exhibit significant antigen 
binding in either format and so it was removed from all further studies in this thesis.  Although this 
does not bear implication for the characterisation of this clone so far (above), it did indicate it was no 
longer of use in the remaining analyses.  It is not clear why this occurred.  In the study by Qazi, clone 
J3 demonstrated antigen binding by ELISA.  However, that was part of a screen of over 70 clones with 
only 1‐well used  for each clone and  the assay was conducted only once.    It  is perhaps  therefore a 
possibility that this clone gave a false positive TT‐Hc binding result. 
 
During the assay development stage of determining the appropriate phage‐dilutions, it was observed 
that many phage‐scFv clones did not produce a  saturating  signal at  the highest phage  titres.   One 
may conclude that this was due to the displaying phage  titre not being high enough  to  lead to  full 
occupation of all available antigen molecules and so perhaps this could be achieved by lowering the 
antigen concentration although this may compromise on the assay signal window at  limiting phage 
dilutions.  However, using the chosen phage dilutions, this analysis seemed to work successfully with 
all  intrinsic controls producing appropriate results with the exception of scFv C2.   When binding of 
phage‐scFv C2 was measured in the presence of soluble scFv C2 only modest reduction in signal was 
observed which was not  statistically  significant.   This may have been due  to a number of  reasons 
although higher apparent affinity in phage‐fusion format may have explained this.  However, the fact 
soluble scFvs C1, C3, C4 and C5 all reduced binding of phage‐scFv C2, as one would have expected, 
validates the results obtained with phage‐scFv C2.  
 
The key  limitations of  this assay  type  include possible  steric hinderance by  the body of  the phage 
particle  and  false  positives  for  competition  caused  by  indirect  conformational  alterations  in  scFv 
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epitopes.  For example, antibody 1 and antibody 2 may bind to two completely distinct and separate 
epitopes but binding of one may in fact cause alterations in the tertiary structure of the antigen that 
leads to a physical alteration of the epitope of antibody 2 thus reducing its binding.  Either way this 
would not be a desirable occurrence for CRAb binding but would just necessitate re‐definition of the 
conclusions drawn from the assay.  One can only truly say that if one antibody reduces the binding of 
another  in  this  assay  then  it may  be  due  to  (1)  direct  competition  for  the  same  or  overlapping 
epitopes,  (2)  binding  of  each  antibody  to  proximal,  yet  distinct  epitopes  which  results  in  steric 
hindrance driven by  regions of  the  scFv clones distal  to  the antigen combining  sites or  indeed  the 
body of the phage particle itself or (3) negative cooperativity induced via binding of one scFv which 
results  in  a  deleterious  conformational  change  of  the  second  antibodies  epitope with  a  resultant 
reduction  in binding of  that antibody.   However we can conclude  from  this assay  that  if a drop  in 
signal is not observed in either of the following orientations: (1) Phage‐scFv 1 + scFv 2 or (2) Phage‐
scFv 2 + scFv 1,  then  those  two scFvs are able  to simultaneously bind  to  the antigen and are  thus 
potential candidate components for a CRAb clone. 
 
A rather elegant competition binding analysis of more than 25 monoclonal antibodies was conducted 
by Pastan’s group recently (Nagata et al., 2004).  This involved immunological capturing of antibody 1 
on  the plate  surface  followed by application of  the antibody 2 + antigen complex and  subsequent 
detection of antigen via a tag present on the antigen.   This was not possible  in this present project 
since the TT‐Hc fragment was his6 tagged as well as the scFv clones.   It may however be possible  in 
future studies to use a polyclonal anti‐TT‐Hc sera used in the GT1b assay. 
 
Competition binding studies can also be conducted using surface Plasmon resonance (Amersdorfer et 
al., 1997).  However, the only definite conclusion once can draw from that methodology are that two 
antibodies  can  simultaneously bind and  therefore bind  separate epitopes without  interfering with 
each other sterically.    If competition  is observed,  it could still be explained by most of the reasons 
given  above.   The only  true way  to determine whether  two  antibodies bind  to  separate  epitopes 
regardless of whether they compete or not through other means, is to determine structural data of 
antibody‐antigen  complex  utilising  NMR  for  example  or    X‐ray  crystal  structures  of  each  in 
combination with  the antigen  (Amit et al., 1986; Padlan et al., 1989).   One may also  conduct  fine 
epitope mapping by expressing multiple overlapping fragments of the antigen and assessing antibody 
binding in to each in turn (Mullaney et al., 2001). 
 
It was  initially hypothesised  that  scFvs C1‐C5 would be able  to  simultaneously bind  to TT‐Hc with 
clones N1‐N5.    This  hypothesis was  based  on  the  fact  that  previous  data  produced  by Qazi  et  al 
showed  that  C1‐C5  could  bind  to  recombinant  C‐terminal  sub‐domain  of  TT‐Hc  and  N1‐N5  to 
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recombinant N‐terminal  sub‐domain of TT‐Hc  (Qazi, 2004).   Given  this,  it would be envisaged  that 
any HcC binder could simultaneously bind with any HcN binder  to  the whole TT‐Hc  fragment.   The 
competition  binding  assay  conducted  here  has  essentially  confirmed  that  hypotheses  to  be  true.  
With the exception of C1+N5 and C2 +  (N4/N5), all C and N combinations resulted  in simultaneous 
binding to TT‐Hc.    In the competitive cases mentioned, one may hypothesise that the respective N 
and C epitopes concerned are in close proximity close to a junctional region of the two sub‐domains 
so  resulting  in  interactions  between  distal  regions  of  the  scFv  clones  concerned which  result  in 
competition  for binding.   Clones  J1‐J5 were originally  shown  to bind  to  the whole TT‐Hc  fragment 
only  and were  not  able  to  bind  to  recombinant  HcN  or  HcC  domains  (Qazi,  2004).    Thus  it was 
predicted that these clones bind to junctional epitopes of the two sub‐domains and could therefore 
possibly interfere with binding of any of the C or N scFv clones.  The competition binding assay clearly 
showed that with the exception of competition between C2+ (J4/J5) all J binders assayed (J1, J2, J4, 
J5) competed with all N binders but could simultaneously bind with all C binders.   
 
In the majority of cases, if competition for binding existed then it was observed in both orientations 
(phage vs soluble) for each possible clone paring.  However in some cases, for example clones J1 vs 
N1, competition was observed for phage‐scFv J1 vs scFv N1 but not  in the phage‐scFv N1 vs scFv J1 
orientation.    This  may  be  explained  by  potential  affinity  differences.    For  example  one  may 
hypothesise that scFv N1 is of a higher affinity than J1.  Thus when TT‐Hc is pre‐incubated with scFv 
N1,  upon  challenge with  phage‐scFv  J1,  the  latter  clone  is  unable  to  bind.   However, when  pre‐
incubated with scFv J1, the higher affinity phage‐scFv N1 then displaces J1 due to  its higher affinity 
and so no drop in binding signal is observed compared to the positive control (phage‐scFv N1 alone).  
Therefore in order for a pair of clones to be deemed capable of simultaneous binding to TT‐Hc, it was 
necessary  to observe no drop  in phage signal  in either orientation  (phage‐scFv vs scFv).   However, 
competition in just one orientation was considered competitive binding for that specific clone pairing 
regardless of whether it occurred in the other orientation. 
 
An  interesting  observation made  during  the  competition  binding  analyses  was  that  of  apparent 
positive  cooperative binding  such  as between  clones C4  and N4.   When TT‐Hc was pre‐incubated 
with scFv C4, the subsequent binding of phage‐scFv N4 was significantly increased.  This occurred for 
many scFv pairings and in some cases both orientations (e.g. phage‐scFv C4 + scFv J4 and phage‐scFv 
J4  +  scFv  C4).    It  is  quite  possible  that  binding  of  one  clone  results  in  a  change  in  tertiary 
conformation of TT‐Hc which  results  in a more  favourable conformation of  the cognate epitope of 
the  second  scFv  clone  and  so  makes  the  interaction  more  thermodynamically  and  entropically 
favourable  resulting  in a higher affinity  interaction.   This observation highlights an  important  issue 
when  considering multi‐valent binding  in  the  context of CRAbs and one  can hypothesise  that  scFv 
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parings which demonstrate cooperative binding are more suitable as CRAb components compared to 
scFv parings  that  simply  simultaneously bind  since  binding  improvements  from  cooperativity may 
enhance and complement those from the chelate effect.  Such cooperative binding effects have been 
seen before with  three antibodies binding  to non‐overlapping epitopes of botulinum  toxin  (Marks, 
2004; Nowakowski et al., 2002) and as already discussed, this effect was seen with antibodies against 
tetanus toxin in some previous reports work (Volk et al., 1984; Ziegler‐Heitbrock et al., 1986).  These 
observations  also  concur with Greenspans  theory  that  cooperative  binding  effects  are  central  to 
molecular  recognition  (Greenspan,  2001; Greenspan  and  Cooper,  1993) with  the  hypothesis  that 
these  are  caused  by  conformational  changes  in  the  protein  upon  binding  of  one  ligand  which 
thermodynamically and entropically favour binding of the next. 
 
 
3.3.6 Assessment of toxin neutralisation potency of scFvs 
The  final  stage  in  scFv  characterisation  at  this  stage was  to  determine  whether  the  scFvs were 
capable of preventing TT‐Hc from binding to the ganglioside GT1b which is a key and pathogenically 
limiting stage during in vivo intoxication.  Previously the ganglioside binding assay was used by Qazi 
for analysis of binding of TT‐Hc and various mutants in order to pin‐point residues important for the 
interaction (Qazi et al., 2006).  Here it was used to measure toxin inhibition by scFvs.  In the present 
chapter,  the  assay  was  used  to  gauge  a  simple  yes/no  answer  rather  than  quantitative 
measurements.  With the exception of clone N1, all clones reduced binding of TT‐Hc significantly.  It 
was not possible  to make  a  comparative  analysis of potency between  clones  at  this  stage due  to 
differences  in  purity  and  therefore  absolute  amount  of  scFv  present  and  potentially  differential 
oligomerisation  states  leading  to  potency  effects  fuelled  by  increased  avidity  of  some  clones.    It 
should also be noted that  it cannot be concluded that clone N1 does not neutralise the toxin since 
the experiment was conducted at a single concentration (albeit high) and so weak potency may not 
be  measured.    If  it  is  the  case  that  clone  N1  does  not  neutralise  the  toxin,  then  it  may  be 
hypothesised  that  this  is  due  to  the  fact  that  binding  of  that  scFv  does  not  directly  obstruct  or 
indirectly alter the key patch of residues on TT‐Hc that combine with GT1b.   
 
It  is  not  surprising  however  that  scFv  C1  blocks  binding  of  the  toxin  to  GT1b  since  it  has  been 
previously shown that this scFv directly binds to the critical residues of TT‐Hc that contact GT1b (Qazi 
et  al.,  2006).    The  GT1b  assay  results  will  be  discussed  fully  in  Chapter  4.    An  accurate  more 
quantitative comparison of potency would be conducted by  isolating  the monomeric  form of each 
scFv clone of interest and purifying to near 100%.  The scFv can then be titrated to obtain IC50 values 
that allow for comparison between clones.  An exposition of experiments toward this can be found in 
Chapter 4. 
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3.3.7 Final selection of scFvs for inclusion in an anti‐TT‐Hc scFv library 
The  key  aim of  generating  the data described  in  this  thesis  chapter was  to  allow  for  the  rational 
selection of  scFvs  for  inclusion  in  an  anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  library  from which  anti‐TT‐Hc CRAbs 
could  be  selected  by  phage  display.    It was  decided  that  7  scFvs would  be  selected  from  the  15 
characterised  in  this  chapter.    This  was  the  largest  number  amenable  to  the  construction  of  a 
tandem‐scFv  library  containing  all  combinations  and  permutations  of  those  clones  with  each 
combination/permutation linked by multiple linker lengths.  Time constraints prevented the inclusion 
of more than 7 clones.  However it was deemed that this was enough clones for a proof‐of‐principle 
elucidation.   
 
The key requirement  in selection of the 7 clones was that there were both known competing paris 
and non‐competing pairs selected such that phage‐display could ultimately be tested for its ability to 
dissect out and enrich the non‐competing scFv pairings.  Thus the competition binding data was the 
highest priority data.   The data  revealed  that generally,  the nine  clones N1‐N5,  J1‐J2 and  J4‐J5 all 
compete with each other  for binding  to TT‐Hc and  likewise  the 5 clones C1‐C5 compete with each 
other for binding.  Many non‐competing pairings existed between C clones and either N or J clones.  
Thus it was decided that three “C” clones, two “J” clones and two “N” clones would be selected for 
inclusion in the library. 
 
Clones C3, C4 and C5 were all shown to exhibit extremely high sequence homology with each other 
(around  98%)  and  were  therefore  essentially  the  same  clone  with  minor  variations  that  in  all 
likelihood bore little functional differences.  Clone C4 was chosen out of these three since it was the 
most prominent clone in elicitation of cooperative binding of other scFvs which may be in important 
effect involved in CRAb binding.  Thus clones C1, C2 and C4 were chosen from the “C” clones.  Out of 
the remaining clones, J3 was excluded from selection due to  its  incapacity for significant binding to 
TT‐Hc.   Clone N1 was excluded due to  its apparent  lack of toxin neutralisation capability.   From the 
remaining  “N”  clones.   Clones  J2,  J4, N4 and N5 were  selected as  the  final  “J” and  “N” clones  for 
inclusion in the tandem‐scFv library alongside clones C1, C2 and C4 since these produced the higher 
supernatant  scFv  yields  in  shake‐flask  culture.    This  is  an  important  characteristic  in  recombinant 
protein expression and it was hoped that this would translate through to soluble CRAb localisation to 
the  supernatant  further  downstream  and  therefore  reduce  the  likelihood  of  a  “production 
bottleneck”. 
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CHAPTER 4 
 
Oligomerisation, affinity and potency elucidation 
for 7 anti‐TT‐Hc scFv clones 
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4.1 Introduction 
 
Chapter 3 described the initial characterisation of 15 anti‐TT‐Hc scFvs.  Based upon the observations 
made, 7 clones‐C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 were selected for inclusion in a combinatorial tandem‐
scFv library (Chapter 5) which was subjected to phage display with the aim of selecting CRAb clones 
(Chapter 6).  In order to aid interpretation of phage display results, it was important to determine the 
affinity of the 7 scFvs as pure individual monomeric clones.   
 
It  has  been well  described  that  scFv molecules  have  a  tendency  to  form  higher  order multimers 
(Hudson and Kortt, 1999).  The peptide linker tethering the VH and VL domains exerts an enormous 
affect upon the process.  Generally, it has been found that a linker of greater than 15 amino acids will 
result in mainly monomeric scFvs.  A linker length of 5 to 13 amino acids often leads to formation of 
dimeric scFv and 0 to 5 amino acids can lead to trimeric scFv, and tetrameric scFv.  These have often 
been referred to as diabodies, triabodies and tetrabodies and result from non‐covalent association of 
the component scFv molecules (Atwell et al., 1999).  Usually inter‐molecular cross‐pairing of VH and 
VL  domains  occurs  although  other  interactions  such  as  non‐covalent  dimers  occurring  through 
aggregation  of  the  hydrophobic  C‐termini  can  contribute  to multimerisation  (Arndt  et  al.,  1998).  
Investigators  have  purposefully  developed  multimeric  scFv  fragments  for  use  in  diagnostic  and 
therapeutic indications since the higher valency imparts a higher affinity and cross‐linking properties 
(Korn et al., 2004; Liu et al., 2008).  Given that the 7 scFvs studied here (C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5) 
have a 15 amino acid VH‐VL  linker, we would hypothesise that none of the clones have a particular 
tendency to from higher MW forms such as dimers or trimers.   
 
As discussed in Chapter 1, affinity is an incredibly important parameter in antibody therapeutics.  In 
its  numerical  form  affinity  is  expressed  as  KA  (M
‐1)  or  KD  (M),  the  equilibrium  association  and 
dissociation constants which describe the equilibrium between free and bound antibody and antigen.  
These parameters can be calculated also  from  the ratio of  the rate at which molecules  involved  in 
that  interaction  associate,  kon  (M
‐1S‐1),  to  the  rate  at which molecules  involved  in  that  interaction 
dissociate  koff  (S
‐1).   Affinity  reflects  the  strength of  the molecular  interaction  and  is  governed by 
multiple parameters which include (1) the absolute number of electrostatic interactions between the 
antibody  paratopes  and  antigenic  epitope,  (2)  shape  complementarity  (3)  the  types  of molecular 
interaction  occurring,  e.g.  hydrophobic,  ionic,  hydrogen‐bonds  and  the  ratios  of  these  and  (4) 
enthalpic and entropic values in the system (Greenspan, 2001).   
 
The  anti‐lysozyme CRAb  constructed by Neri  et al  in 1995 exhibited  a  synergistic  improvement  in 
affinity compared to the affinity of its component scFvs and this was up to 100‐fold depending on the 
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technique used to make measurements (Neri et al., 1995).  From this data and Zhou’s mathematical 
modelling  (Zhou, 2003) of CRAb binding,  it  is evident  that  the affinity of  the  individual  scFvs  from 
which  CRAbs  are  constructed  directly  influences  the  overall  affinity  of  the  CRAb.   Given  that  this 
thesis  describes  the  development  of  a  phage‐display  based method  for  selecting  CRAbs, we may 
hypothesise that scFv affinity will strongly influence outcome of the phage display selection of CRAbs 
and this will be discussed  in Chapter 6.   This highlights the  important need to determine  individual 
scFv  affinities  for  a  CRAb  proof  of  concept  study.    The  scFv  oligomerisation  tendency  is  also  an 
important  characteristic  to measure  since  clones  that  form  significant  amounts  of  higher  order 
multimers would exhibit a higher functional affinity and so confound analysis of any CRAb data, since 
they would potentially deviate  from  the CRAb binding model.   The panel of 7 scFvs studied  in  this 
Chapter  are  comparatively  diverse,  we  would  hypothesise  that  this  is  also  reflected  in  their 
respective affinities.  However given that, as already discussed, these clones are from an immunised 
library with respect to tetanus, we would expect affinities to be less than 1µM. 
 
There is considerable evidence to suggest that the affinity of an antibody‐antigen interaction strongly 
correlates  with  potency  and  therefore  therapeutic  outcome  (Adams  et  al.,  1998;  Marks,  2004; 
Maynard et al., 2002).  Potency is a quantitative measure of how well an antibody interferes with the 
native function of  its target molecule.   With respect to toxin targets, quite often potency relates to 
an  antibodies  ability  to  prevent  the  toxin  binding  to membrane  bound  host  protein  (Rainey  and 
Young, 2004).  The tetanus neurotoxin binds to a ganglioside and unidentified proteins present at the 
cell membrane of the motor‐end plate of motor neurones (Lalli et al., 2003).  This tropism is directed 
by the C‐terminal domain of the heavy chain, Hc (Lalli et al., 1999).  The recombinant Hc (TT‐Hc) used 
in  this project  is also  fully able  to bind  to ganglioside and  to neurones and undergo  internalisation 
independently of the rest of the toxin molecule (Fairweather et al., 1986; Lalli et al., 1999).  Thus in 
the context of tetanus toxin, the potency of the 7 scFvs C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 can be assessed 
by measuring  their proficiency  in  inhibiting  the  toxin  from binding  to ganglioside  in a quantitative 
plate‐based assay (Qazi et al., 2006).  We would hypothesise that the higher affinity clones are more 
potent than the lower affinity clones. 
 
Aims and Objectives 
The aims of  the work described  in  this  chapter were  to assess  the oligomerisation  levels of  the 7 
scFvs C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 and use pure monomeric material to measure KD and rate constant 
values for their interaction with biotinylated TT‐Hc.  A final aim was to measure the potency of each 
of the 7 scFvs.  Size exclusion chromatography was used to conduct the oligomerisation analysis and 
isolate monomeric material.   Equilibrium saturation ELISA and surface plasmon resonance (BIAcore) 
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was used to measure KD values.  Rate constants were also measured using the BIAcore.  Potency was 
assessed using the ELISA based ganglioside binding toxin inhibition assay.  
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4.2 Results 
 
4.2.1 Oligomerisation analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones 
The seven scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 were initially prepared, as described in Chapter 3 
Section 3.2.5 by expression  in E. coli HB2151 and primary purification from the culture supernatant 
by cobalt IMAC.  The samples were subjected to SEC in order to (1) analyse the oligomerisation state 
of each  scFv clone,  (2)  isolate  the monomeric  form  for affinity and potency determination and  (3) 
remove  the majority  of  contaminant  proteins.    A  Superdex‐75  gel‐filtration  column was  used  to 
conduct this study.  Initially, five molecular weight standards were fractionated in order to construct 
a calibration curve from which scFv apparent MW values could be determined (Figure 2.3, Materials 
and Methods). 
 
Each  of  the  scFvs  preparations were  fractionated  using  the  Superdex‐75  column  as  described  in 
Materials and Methods Section 2.2.2.4.  In order to obtain enough monomeric material of each clone 
for further analyses, repeated runs (up to 5 or 6) were conducted for each scFv clone.   
 
Figure 4.1 shows the full chromatogram for analysis of the preparation of scFv J2.  Three main peaks 
of absorbance at 214nm were observed.   Two  tight symmetrical peaks at  retention  times of 27.67 
min, 30.67 min and a very broad asymmetrical peak of absorbance between 52 and 65 minutes were 
observed.  These peaks correspond to apparent molecular weights of 48.8kDa, 32.4kDa and less then 
1kDa  respectively.   All  fractions  encompassing  the  48.8kDa  and  32.4kDa  peaks were  analysed  by 
reducing SDS‐PAGE and the resultant gel stained with Coomassie Blue (Figure 4.1).  Fractions in both 
214nm peaks were shown to contain 1‐dominant protein species (99.9% purity) migrating between 
the 26 and 34kDa MW markers, corresponding to scFv MW.   A single fraction from the <1kDa peak 
was also analysed although no staining was observed.  Thus the peaks at 48.8 and 32.4kDa are likely 
to be due to dimeric and monomeric scFv respectively and the <1kDa peak due to buffer salts such as 
imidazole and glycerol.   
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Figure 4.1.  Fractionation of scFv J2 by size exclusion chromatography.  A preparation of scFv J2 was 
loaded onto a Superdex‐75 gel  filtration column.   The  sample was  fractionated  in 0.25ml volumes 
with approximately 30ml of PBS pH 7.4.   The absorbance of the fractions was monitored at several 
wavelengths including 214nm (chromatogram).  Three main regions of absorbance were observed at 
retention  times of 27.67, 30.67 and 60 minutes  respectively  corresponding  to apparent molecular 
weights of 48.8kDa, 32.4kDa and less than 1kDa respectively.  Analysis of these fractions by reducing 
SDS‐PAGE and staining of the resultant gel with Coomassie blue revealed that the two peaks at 27.67 
and  30.67 minutes were  due  to  scFv  protein,  likely  in  dimeric  and monomeric  form  respectively.  
Vo=void volume.  M= Molecular weight markers. 
 
All  scFvs  were  fractionated  and  analysed  as  described  above.    Figures  4.2A  to  4.2G  show 
chromatograms for all 7 scFvs highlighting the scFv elution region only, between 20 and 40 minutes 
covering monomer and higher MW possible forms.   All relevant fractions underwent reducing SDS‐
PAGE analyses (data not shown).   
 
Clone C1, fractionated with 3 peaks of absorbance at retention times of 25.0, 28.5 and 31.3 minutes 
respectively (Figure 4.2A).  These correspond to apparent molecular weights of 70.3kDa, 43.6kDa and 
29.7kDa.   Reducing SDS‐PAGE analysis  revealed a  single protein  species  in 70.3kDa  chromatogram 
peak  fractions, having migrated with  the 72kDa MW marker  suggesting  that  it was a contaminant 
protein  and  not  scFv multimer.    Fractions within  the  43.6kDa  peak  consisted  of  a  single  protein 
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species migrating between the 26 and 34kDa markers by reducing SDS‐PAGE and  this was also the 
case for fractions within the 29.7kDa peak.  These latter two peaks are therefore likely to correspond 
to C1 dimer  and monomer  respectively.    The  area under  curves  (AUC) were measured  and  these 
suggested a ratio of dimer to monomer scFv C1 of 4:1. 
  
Clone C2 fractionated with two main peaks of absorbance at retention times of 24.1 mins and 30.5 
minutes  respectively  (Figure  4.2B)  with  apparent  molecular  weights  of  79.4  and  33.1kDa.    The 
dominant  peak  had  a  shoulder  with  an  elution  time  of  around  28.5 mins.    Reducing  SDS‐PAGE 
analysis  revealed  that  fractions  in  both main  peaks  and  the  shoulder  contained  a  single  protein 
species migrating between the 26 and 34kDa molecular weight markers suggesting all the respective 
fractions contained  scFv corresponding  to monomeric, dimeric and  trimeric  forms.   The  respective 
AUCs suggested a ratio of trimer:dimer:monomer of 1:4:10.   The poor resolution of  the dimer and 
trimer does emphasise that this was an estimate. 
 
Clone C4 fractionated with three peaks of absorbance at retention times of 24.01, 27.83 and 30.66 
corresponding to apparent molecular weights of 80.5kDa, 48kDa and 32.4kDa respectively.  Reducing 
SDS‐PAGE  analysis  revealed  that  fractions  in  all  three  peaks  contained  a  single  protein  species 
migrating between  the 26kDa and 34kDa MW markers respectively suggesting  that  the  three main 
peaks were due to monomeric, dimeric and trimeric forms of scFv C4.   AUC analysis suggested that 
the ratio of trime:dimer:monomer was 1:1:4. 
 
Clone J2 fractionated with two peaks of absorbance at retention times of 27.67 and 30.67 minutes 
corresponding to apparent molecular weights of 48.8kDa and 32.4kDa respectively.   Reducing SDS‐
PAGE  analysis  revealed  that  fractions  in  both  peaks  contained  a  single  protein  species migrating 
between 26kDa  and 34kDa MW markers  suggesting  that  these  represent dimeric  and monomeric 
scFv species.  AUC analysis suggested that the ratio of dimer:monomer was 2:5. 
 
Clone J4 fractionated also with two main peaks of absorbance at retention times of 24.3 and 29.83 
minutes.    These  correspond  to  apparent molecular  weights  of  77.3kDa  and  36kDa  respectively.  
Reducing SDS‐PAGE analysis revealed that fractions in both peaks contained a single protein species 
migrating  between  the  26kDa  and  34kDa  MW  markers.    This  suggests  that  the  two  peaks  of 
absorbance  represented  trimeric  and monomeric  scFv.    AUC  analysis  suggested  that  the  ratio  of 
trimer to monomer was 1:10. 
 
Clone N4  fractionated with  two main peaks of  absorbance  at  retention  times of 27.33  and 30.67 
minutes.    These  correspond  to  apparent molecular weights  of  51.0kDa  and  32.4kDa  respectively.  
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Reducing SDS‐PAGE analysis revealed that fractions in both peaks contained a single protein species 
migrating  between  the  26kDa  and  34kDa  MW  markers.    This  suggests  that  the  two  peaks  of 
absorbance  represented  dimeric  and monomeric  scFv.    AUC  analysis  suggested  that  the  ratio  of 
dimer: monomer was 2:3. 
 
Clone N5  fractionated with  two main  peaks  of  absorbance  at  retention  times  of  27.5  and  30.33 
minutes.    These  correspond  to  apparent molecular weights  of  49.9kDa  and  33.9kDa  respectively.  
Reducing SDS‐PAGE analysis revealed that fractions in both peaks contained a single protein species 
migrating  between  the  26kDa  and  34kDa  MW  markers.    This  suggests  that  the  two  peaks  of 
absorbance  represented  dimeric  and monomeric  scFv.    AUC  analysis  suggested  that  the  ratio  of 
dimer:monomer was 2:7. 
 
The gel filtration data is summarised in Table 4.1.  Generally, with the exception of scFv C1 which was 
shown to be 80% dimeric, all clones were predominantly monomeric, however this did range  from 
90% monomer for scFv J4 down to 63% monomer for scFv N4.  The intensities of the peaks reflected 
the absolute levels of protein in the eluate and this is obviously dependent on the amount of protein 
loaded which varied from clone to clone due to differential total protein and scFv yields from Talon® 
IMAC between clones.   Peak monomeric fractions were pooled.   Figure 4.3  is a reducing SDS‐PAGE 
gel  stained with  Coomassie  blue which  contains  samples  of  each  scFv  clone  before  SEC  and  the 
monomeric form post‐SEC.  It clearly indicates that post‐SEC, the scFv protein is the dominant species 
with at least 99% purity in each case. 
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Figure  4.2.    Chromatograms  for  fractionation  of  seven  anti‐TT‐Hc  scFvs  by  size  exclusion 
chromatography.   The pooled IMAC eluate, containing semi‐purified protein of   anti‐TT‐Hc scFvs C1 
(A), C2  (B), C4  (C),  J2  (D),  J4  (E), N4  (F) and N5  (G)   was  loaded onto a  Superdex‐75 gel  filtration 
column  and  fractionated  in  0.25ml  volumes  using  PBS  pH7.4  as  running  buffer.   Absorbance was 
continually  measured  at  214nm.    For  purposes  of  clarity  partial  chromatograms  are  shown 
highlighting  retention  times  from 20  to 40 minutes  covering  the possible apparent MW  range  for 
monomeric scFv and potential multimers. 
 
 
Table 4.1.   Summary of size exclusion chromatographic analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones.   The 
retention times (RT), apparent molecular weights (MW) and % dominance of the monomeric, dimeric 
and trimeric forms of each scFv clones are shown. 
 
Clone 
Monomer  Dimer  Trimer 
RT (mins)  MW (kDa)  % RT (mins)  MW (kDa)  %  RT (mins)  MW (kDa)  % 
C1  31.3  29.7  20 28.5  43.6  80  NA  NA  NA
C2  30.5  33.1  70 28.4  44  24  24.1  79.4  6 
C4  30.66  32.4  65 27.83  48  20  24.01  80.5  15 
J2  30.67  32.4  72 27.67  48.8  28  NA  NA  NA
J4  29.83  36  90 NA  NA  NA 24.3  77.3  10 
N4  30.67  32.4  63 27.33  51  37  NA  NA  NA
N5  30.33  33.9  78 27.5  49.9  22  NA  NA  NA
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Figure 4.3.  Reducing SDS‐PAGE analysis of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones before and after size exclusion 
chromatography.    The  reducing  SDS‐PAGE  gel  shows  pooled  eluate  from  initial  Talon®  IMAC 
purification of each clone (T) prior to size exclusion chromatography and pooled monomeric fractions 
after size exclusion chromatography (S).  M=molecular weight marker. 
 
 
4.2.2 Determination of the affinity of 7 anti‐TT‐Hc scFv clones by ELISA 
Micro BCA assay (Section 2.2.2.8 Materials and Methods) was used to determine the concentration 
of protein present in each of the preparations of monomeric scFv (Table 4.2).  As is evident, yields of 
monomeric protein were poor  in terms of absolute protein amounts and pooled concentration.   An 
ELISA was used to determine KD values for each scFv clone where possible.  In order to maximise the 
accuracy of the KD, biotinylated monomeric TT‐Hc (B‐TT‐Hc) was used in an avidin‐capture assay.  The 
concentration of B‐TT‐Hc used was around 100nM as with the direct coating method which utilises 
TT‐Hc.   Binding of the scFv  fragments to the B‐TT‐Hc was detected  in two‐steps.   The murine 9E10 
monoclonal anti‐c‐myc  IgG was used  in a first step followed by a goat anti‐mouse HRPO conjugate.  
The dilution of both of  the detection  antibodies  required optimisation,  in order  to  improve  assay 
window (data not shown).   Each scFv clone was then assayed by titrating from the highest possible 
concentration  (Figure  4.4A  to  4.4G).    Dilution  series  were  prepared  by  diluting  each  scFv  stock 
solution by 1 in 2 using 6% mPBS thus creating the top concentration in 3% mPBS.  Subsequent 1 in 2 
dilutions of the top concentration were then executed using 3% mPBS diluent to maintain a constant 
concentration of milk protein.  An exception to this was scFv C1 which was diluted initially to 1000nM 
and then 1 in 2 in 6% mPBS to create a top concentration of 500nM. 
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Figure 4.4.   Determination of KD for 7 anti‐TT‐Hc scFv clones by ELISA.   Each concentration of scFv 
was assayed in triplicate and each data point is a mean with standard error bars.   Filled data points 
represent  binding  to  B‐TT‐Hc  and  unfilled  data  points  represent  background  binding  to  the  plate 
coated with avidin and milk protein block only (Negative Control).  The data points were fitted, using 
Sigmaplot v8.0, to a standard saturation binding model conforming to 4‐paramter logistic curve with 
maximum,  minimum,  hill‐slope  and  EC50  (KD)  which  corresponds  to  the  concentration  of  scFv 
yielding 50% of the saturating signal.   The KD values with errors are shown  in Table 4.3. A= scFv C1; 
B=scFv C2; C=scFv C4; D=scFv J2; E=scFv J4; F=scFv N4; G=scFv N5. 
 
The KD values determined  (Table 4.2) varied considerably  from clone to clone.   The highest affinity 
clones were C1 and C4 with apparent KD values of 26nM and 36nM respectively.  The affinities of J4, 
N4 and N5 were around 10‐fold  less  in  comparison with KD  values of 301nM, 196nM and 171nM 
respectively.  It was not possible to determine a KD value for clones C2 and J2.  However it is possible 
to  state  from  the data  that  the KD values  for  these  two clones are greater  than 1000nM and  that 
clone J2 is of a higher affinity than C2.  It is also worth noting that a comparison was made between 
the binding of scFv C1 and scFv N4  to both avidin captured minimally biotinylated TT‐Hc and non‐
biotinylated TT‐Hc  coated directly onto  immunosorbent plates and no  significant difference  in  the 
determined KD values was found (p<0.05) (data not shown).   
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Table 4.2. Monomeric scFv stock concentrations and ELISA KD values.   
 
Clone 
Stock 
Concentration (nM)
Assay Concentration 
Range (nM) 
KD (nM) 
Standard Error 
of KD (+/‐ nM) 
C1  1800  1‐‐>500  26  1.4 
C2  1200  1‐‐>600  >1000  NA 
C4  1200  1‐‐>600  36  3.2 
J2  3300  3‐‐>1650  >1000  NA 
J4  6600  6.5‐‐>3330  301  7.5 
N4  6600  6.5‐‐>3330  196  7.1 
N5  3280  1.64‐‐>840  171  4 
 
4.2.3 Surface Plasmon resonance for kinetic parameter determination for 7 anti‐TT‐Hc scFvs 
Surface Plasmon  resonance using  the BIAcore platform was used  to determine kinetic and affinity 
parameters  for  scFv C1, C2, C4,  J2,  J4, N4 and N5.   This utilised minimally biotinylated TT‐Hc on a 
streptavidin (SA) chip surface.  ScFv C2 reproducibly did not exhibit any measurable levels of binding 
to  TT‐Hc  by  SPR  even  at  its  highest  concentration  and  so  this  study  was  conducted  using  the 
remaining 6 scFvs.  
 
A new streptavidin coupled sensor chip was prepared with B‐TT‐Hc according  to Section 2.2.4.1  in 
Materials and Methods.  The initial determination of optimal regeneration conditions was conducted 
using scFv N4.  Binding of this scFv at 250nM was typically measured over 1 minute at a flow rate of 
30µl/min different regeneration conditions tested.  Initially 10mM glycine‐HCl pH 5.5 was used which 
did not remove all bound scFv  (data not shown).   The pH was  then  incrementally decreased  in 0.5 
unit steps ad it was found that 10mM Glcyine‐HCl pH 2.5 was the optimal buffer which removed all 
bound scFv  in a single 15‐second pulse at 30µl/min without  reducing  the surface binding capacity.  
This is exemplified in Figure 4.5. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.5.  Optimised BIAcore regeneration conditions for anti‐TT‐Hc scFvs J2, J4, N4 and N5.  The optimal regeneration condition for binding studies of scFvs J2, 
J4, N4 and N5 was determined empirically by testing a range of pH values for a solution of 10mM Glycine‐HCl.   The optimal pH was 2.5 and the trace shows 6 
cycles of binding and regeneration of scFv N4 using 10mM Glycine‐HCl pH 2.5.  The experiment was run at a flow rate of 30µl per minute.  The scFv was pulsed 
over the surface at a concentration of 250nM for 3 minutes.  Regeneration was a single 15 second pulse.  The initial RU was normalised to zero.  A=Injection Start, 
B= Injection stop, C=Regeneration start, D= Regeneration stop.   
-20
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
200
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Tim e (Seconds)
R
e
s
p
o
n
s
e
 
D
i
f
f
e
r
e
n
c
e
 
(
R
U
)
0 RU
176 RU
0 RU
171 RU
‐2.0 RU
167 RU
‐4.0 RU
164 RU
‐6.0RU
162 RU
‐7.0RU
160 RU
‐8 RU
176 RU 171 RU 169 RU 168 RU 168 RU 167 RU
A B CD A B CD A B CD A B CD A B CD A B CD
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 5 Cycle 6
181 
 
182 
 
Throughout the course of this project several SA sensor chips were used, with different batches of B‐
TT‐Hc.  Therefore surface Rmax was not highly consistent between all kinetics experiments.  Generally 
it was  found  that  the chip surface was of high quality  for 50  to 70 cycles sufficient  for a couple of 
kinetics  including  optimisation  cycles  etc.    Newly  immobilised  chips  were  subjected  to  five 
regeneration  cycles  before  use  in  addition  to  stabilisation  with  running  buffer  overnight  before 
sensitive kinetics experiments were conducted. 
 
The optimised regeneration condition of one 15s injection of 10mM glycine‐HCl pH 2.5  at 30µl/min 
was equally applicable and reliable for scFv clones J2, J4 and N5.  However, for clones C1 and C4 this 
was not the case.  This buffer did not reduce levels of bound scFv significantly.  A pH of 2.0 and 1.5 in 
the glycine system, did remove moderate  levels of C1 and C4 but with the caveat of damaging and 
removing  toxin  (data  not  shown).    Therefore  a  different  buffer  system  was  investigated  for 
regenerating clones C1 and C4.   A 4M Mg‐based buffer was  tested but was unable  to  remove any 
significant amounts of bound scFv even with repeated cycles  (data not shown).   Subsequently  four 
buffers were tested which all included 150mM NaCl but varying concentrations of HCl: 0.2mM, 2mM, 
20mM and 200mM (data not shown).  It was found that the 2mM HCl 150mM NaCl buffer removed 
all bound C1 or C4 without significantly damaging the surface.  It should be noted however that the 
chip surface was amenable to far fewer cycles with this regeneration buffer. 
 
Kinetics experiments were set‐up using two flow‐cells, either 1+2 or 3+4.  A range of concentrations 
of each scFv  (five  to eight different concentrations) were measured  in duplicate along with  two or 
three “warm‐up” cycles with running buffer only and two buffer only cycles after scFv injection.  The 
scFvs were often pulsed over  the  chip  surface  for 3  to 5 minutes  at  a  flow  rate of 30µl/min  and 
dissociation measured  for between 10 and 15 minutes before a 15‐second pulse with  the  relevant 
regeneration  buffer.   A  2  to  5 minute  stabilisation  period was  programmed  in  to  allow  base  line 
stabilisation after regeneration prior to the next cycle beginning.   
 
Figure 4.6 and Table 4.3 show the results of a kinetics experiment with scFv C1.  Figure 4.6 shows the 
association and dissociation phases of  scFv C1 binding.   The plot  represents  that of  the  reference 
flow cell  (no toxin) subtracted  from the toxin bound  flow cell.   Over the course of 21 cycles of the 
experiment, the test minus reference baseline post regeneration decreased by 321 RUs, equating to 
around a 0.7% decrease per cycle.  This was a net effect resulting from an increase on the reference 
flow cell of 450RUs and an increase on the test flow cell of 140RUs.  This was an effect caused by the 
regeneration buffer and not non‐specific binding of C1 to the reference flow cell.   The trace shows 
data for the highest 5 concentrations of C1 measured from 31.25nM to 500nM.  The data fit best to a 
1:1  langmuir binding model.   This gave a KD value of 8.8nM driven by an on‐rate of 1.61x10
4 M‐1s‐1 
and off‐rate of 1.42x10‐4 s‐1. 
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Figure 4.6.  Kinetics of binding analysis for scFv C1.  A dilution series of scFv C1 was prepared ranging 
from  3nM  to  500nM  and  binding  to  TT‐Hc,  by  surface  plasmon  resonance  using  a  BIAcore  3000 
instrument, was measured.  Each concentration was tested in duplicate.  The trace was prepared by 
subtracting the reference signal from the test cell signal and averaging the pre‐injection signal to zero 
to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, only traces for the highest 
five concentrations are shown.  Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), association and dissociation 
phases are marked.   
 
Figure 4.7 and Table 4.3 show the results of a kinetics experiment with scFv C4.  Over the course of a 
38 cycle experiment which consisted of two kinetics experiments  in combination with another scFv 
clone, the reference subtracted baseline increased from 1095 to 1160 equating to an increase of only 
1.8RU per cycle, or less than 0.002%.  The data fit with the 1:1 binding Langmuir model.  This gave a 
KD value of 13.4nM which, like that of clone C1, was driven by an on‐rate of 2.32x10
4 M‐1s‐1 and off‐
rate of 3.11x10‐4 s‐1.   
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Figure 4.7.  Kinetics of binding analysis for scFv C4.  A dilution series of scFv C1 was prepared ranging 
from  3nM  to  500nM  and  binding  to  TT‐Hc,  by  surface  plasmon  resonance  using  a  BIAcore  3000 
instrument, was measured.  Each concentration was tested in duplicate.  The trace was prepared by 
subtracting the reference signal from the test cell signal and averaging the pre‐injection signal to zero 
to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, only traces for the highest 
five concentrations are shown.  Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), association and dissociation 
phases are marked.   
 
 
Figure 4.8A, 4.8B and Table 4.3 show the results of two kinetics experiments with scFv J2.   The first 
(Figure 4.8A) utilised a moderate Rmax surface and the second (Figure 4.8B) a low Rmax surface.  Over 
the course of both experiments, the pre‐injection reference subtracted baseline dropped by between 
0.3  and  2RU  per  cycle,  less  than  0.001%  per  cycle.    The  data  produced  using  the moderate  Rmax 
surface  fit  to  a  1:1  langmuir  binding model  (KD  =  9.25nM)  but  also  equally  well  to  a  two‐state 
conformational  change model  (KD=  10nM) which  is  perhaps  reflected  by  the moderately  biphasic 
nature of dissociation.  This bi‐phasic dissociation pattern was less evident on the lower Rmax surface 
which seemed to fit multiple models equally well.   The 1:1 langmuir binding model was used which 
gave  a  KD  of  26.1nM  driven  by  both moderate  on‐  and  off‐rates  (1.41x10
4 M‐1s‐1  and  3.68x10‐4s‐1 
respectively). 
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Figure 4.8.  Kinetics of binding analysis for scFv J2.  A dilution series of scFv J2 was prepared ranging 
from  3nM  to  500nM  and  binding  to  TT‐Hc,  by  surface  plasmon  resonance  using  a  BIAcore  3000 
instrument, was measured.   Each concentration was  tested  in duplicate.   For  this clone, a kinetics 
experiment was  conducted on a moderate Rmax  (A) and  low Rmax  (B)  surface  for  comparison.   The 
trace was prepared by  subtracting  the  reference  signal  from  the  test cell  signal and averaging  the 
pre‐injection signal to zero to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, 
only traces for the highest five concentrations are shown.    Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), 
association and dissociation phases are marked.   
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Figure 4.9 and Table 4.3 show the results of a kinetics experiment with scFv J4.  Over the course of a 
19 cycle experiment the reference subtracted baseline decreased from 1135 to 1122 equating to an 
extremely small non‐significant decrease each cycle.  Compared to scFv J2, scFv J4 exhibited a much 
more pronounced bi‐phasic dissociation which fitted very well to a two‐state conformational change 
model to give an overall KD of 177nM.   
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Figure 4.9.  Kinetics of binding analysis for scFv J4.  A dilution series of scFv J4 was prepared ranging 
from  3nM  to  500nM  and  binding  to  TT‐Hc,  by  surface  plasmon  resonance  using  a  BIAcore  3000 
instrument, was measured.  Each concentration was tested in duplicate.  The trace was prepared by 
subtracting the reference signal from the test cell signal and averaging the pre‐injection signal to zero 
to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, only traces for the highest 
five concentrations are shown.  Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), association and dissociation 
phases are marked.   
 
 
Figure 4.10 and Table 4.3 show the results of a kinetics experiment with scFv N4.  Over the course of 
a 19 cycle experiment the reference subtracted baseline increased from 2019 to 2090 equating to an 
increase of only 3.7RU per cycle.  Dissociation of scFv N4 also appeared to be strongly bi‐phasic and 
like scFv clone  J4,  the best  fit was observed with a  two‐stage conformational change model which 
resulted in a KD of 163nM. 
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Figure 4.10.   Kinetics of binding analysis  for  scFv N4.   A dilution  series of  scFv N4 was prepared 
ranging  from 3nM  to 500nM and binding  to TT‐Hc, by  surface plasmon  resonance using a BIAcore 
3000  instrument,  was  measured.    Each  concentration  was  tested  in  duplicate.    The  trace  was 
prepared by subtracting the reference signal from the test cell signal and averaging the pre‐injection 
signal to zero to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, only traces 
for the highest five concentrations are shown.    Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), association 
and dissociation phases are marked.   
 
 
Figure 4.11A, 4.11B and Table 4.3 show the results of two kinetics experiments with scFv N5.   The 
first (Figure 4.11A) utilised a moderate Rmax surface and the second (Figure 4.11B) a low Rmax surface.  
Over  the  course of both experiments,  the pre‐injection  reference  subtracted baseline dropped by 
between 0.3 and 2RU per cycle,  less  than 0.001% per cycle.   For both surfaces  tested,  the binding 
data fitted to a 1:1 Langmuir model.  The moderately high Rmax surface resulted in a KD of 13.4nM and 
the  low Rmax surface a KD of 55nM.   Both were driven similarly by on and off‐rate.   The  lower Rmax 
surface gave on‐ and off‐rates of 1.34x104 M‐1s‐1 and 7.43x10‐4 s‐1.  The higher Rmax surface gave on‐ 
and off‐rates of 1.98x104 M‐1s‐1 and 2.66x10‐4 s‐1.   
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Figure 4.11.   Kinetics of binding analysis  for  scFv N5.   A dilution  series of  scFv N5 was prepared 
ranging  from 3nM  to 500nM and binding  to TT‐Hc, by  surface plasmon  resonance using a BIAcore 
3000  instrument, was measured.    Each  concentration was  tested  in  duplicate.    For  this  clone,  a 
kinetics experiment was conducted on a moderate Rmax (A) and low Rmax (B) surface for comparison.  
The trace was prepared by subtracting the reference signal from the test cell signal and averaging the 
pre‐injection signal to zero to create a baseline.  Due to low binding signal at the low concentrations, 
only traces for the highest five concentrations are shown.    Injection start (I‐Start) and stop (I‐stop), 
association and dissociation phases are marked.   
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For  clones  J2,  J4  and N4 which  fitted  to  a  conformational  change  binding model,  the  evaluation 
programme produces two on‐rates and two off‐rates.  This is to compensate for the fact that in this 
model, binding of the analyte results in a conformational change in the ligand which strengthens the 
interaction and slows the off‐rate.  It also affects binding of further analyte.  The two –off‐rates are 
manifest in the bi‐phasic nature of the dissociation phase of the curve.  With the exception of scFv J2 
where both off‐rates within the conformational model were similar  (Table 4.3),  the koff
2 was 5‐fold 
(clone J4) to 100‐fold (clone N4) lower than koff
1 agreeing with the observed initial rapid dissociation 
followed by slower dissociation.   
 
The  KD  values  determined  by  BIAcore  agreed  very well with  those  determined  by  ELISA  for  scFv 
clones C1, C4, J4 and N4.  The KD values determined for clones J2 and N5 were at least 1000‐fold and 
10‐fold  lower respectively than values determined by ELISA.   The BIAcore data for clones J2 and N5 
was also used to calculate steady state affinity using scFv concentration vs Req plots (data not shown) 
which  yielded  KD  values  of  around  27.5nM  and  49.7nM  respectively  concurring  with  the  values 
obtained using kinetic parameters rather than ELISA results. 
 
Table 4.3 summarises the BIAcore data indicating best fit models and chi2 values which indicate the 
closeness of the fit.  Kinetic and affinity parameters are shown along with errors for the kinetic rates 
which are all at  least 10‐fold  less than the parameter  indicating excellent statistical reliability of the 
values.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 4.3. Summary of surface Plasmon resonance kinetics analyses. 
Clone  Model Chi2 kon
1 (M‐1s‐1)  SE‐ kon
1 (M‐1s‐1) koff
1 (s‐1) SE‐ koff
1 (s‐1) kon
2 (s‐1) SE‐ kon
2 (s‐1) koff
2 (s‐1) SE‐ koff
2 (s‐1) KD (M) 
C1  A 0.463 1.61x104  219 1.42x10‐4 3.73x10‐7 n/a  n/a n/a n/a 8.82x10‐9 
C4  A 0.938 2.32x104  103 3.11x10‐4 7.28x10‐7 n/a  n/a n/a n/a 1.34x10‐8 
J2*  A 0.45 1.41x104  323 3.68x10‐4 1.07x10‐5 n/a  n/a n/a n/a 2.61x10‐8 
J2**  B 24.5 7.9x104  626 2.58x10‐3 1.04x10‐4 3.98x10‐3 1.91x10‐4 1.83x10‐3 4.3x10‐5 1.00x10‐8 
J2**  A 23.3 7.67x104  682 7.10x10‐4 2.41x10‐6 n/a  n/a n/a n/a 9.25x10‐9 
J4  B 9.42 5.22x104  403 1.65x10‐2 1.28x10‐4 1.94x10‐3 2.11x10‐5 2.48x10‐3 2.28x10‐5 1.77x10‐7 
N4  B 0.25 1.61x104  312 1.81x10‐2 1.67x10‐4 2.24x10‐3 1.53x10‐5 3.8x10‐4 1.43x10‐5 1.63x10‐7 
N5*  A 0.09 1.34x104  325 7.43x10‐4 5.2x10‐6 n/a  n/a n/a n/a 5.55x10‐8 
N5**  A 6.59 1.98x104  6.25 2.66x10‐4 4.99x10‐7 n/a  n/a n/a n/a 1.34x10‐8 
Model A: Langmuir 1:1 binding 
Model B: Two‐state reaction with conformational change 
*low Rmax surface 
** Moderate Rmax surface 
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4.2.4 Quantitative determination of scFv potency by tetanus toxin ganglioside binding assay 
The  last section of Chapter 3 described a qualitative determination of anti‐TT‐Hc scFv potency that 
was neither comparative nor quantitative in any form.  The monomeric, fully purified and quantified 
scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 were now studied in order to determine of accurate potency 
parameters allowing a comparative analysis between clones and to compare with affinity values.  In 
order  to  maximise  the  proficiency  of  the  assay  it  was  important  to  determine  the  optimal 
concentration  of  monomeric  TT‐Hc  by  titration.    Immunosorbent  plates  were  coated  with  the 
trisialoganglioside GT1b  and  blocked with  3% mPBS  pH  7.4.   Recombinant monomeric  TT‐Hc was 
titrated  from 3µM  to 5nM and  incubated with  the ganglioside coated wells.   Detection of Hc was 
facilitated  in  two  steps  with  rabbit  polyclonal  anti‐TT‐Hc  sera  followed  by  a  goat  anti‐rabbit 
monoclonal HRPO conjugate.  The assay signal was plotted and fitted to standard saturation binding 
curve (4‐paramater logistic) (Figure 4.12).  The KD for binding of TT‐Hc to the GT1b was 104 +/‐ 16nM.  
A TT‐Hc concentration of 100nM was chosen  for use  in  toxin  inhibition assays as  this  represents a 
limiting  concentration  of  toxin  with  a  sufficient  assay  window  for  accurately measuring  binding 
inhibition. 
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Figure  4.12.  Titration  of  TT‐Hc  in  a  ganglioside  binding  assay.    Each  concentration  of  TT‐Hc was 
assayed  in pentuplicate  in the presence (filled circles) and absence (unfilled circles) of GT1b.     Each 
data point represents a mean value with standard error bars.  The fitted KD for TT‐Hc binding to the 
GT1b was 104nM +/‐ 16nM. 
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In order to obtain an IC50 value which is a comparative measure of potency, a drug must be titrated 
to  obtain  a  full  dose‐response  curve which  results  in  complete  ablation  of  target  function  at  the 
highest few concentrations of drug and no inhibition at the lowest concentrations of drug.  With scFv 
C1 it was possible to obtain a full dose‐response curve and hence derive an IC50 value; however, this 
was not possible with  the other  clones due  to  their  concentrations being  too  low  for  their  given 
potency.   Therefore clones C2, C4, J2, J4, N4 and N5 were normalised to a concentration of 650nM 
and measured at this concentration for toxin inhibition.   
 
In order to measure toxin inhibition, immunosorbent plates were coated with the trisialoganglioside 
GT1b and blocked with 3% mPBS.   Clone C1 was titrated from final concentrations of 900nM down 
to  3.5nM.    Each  concentration  of  scFv was  pre‐incubated with  100nM  TT‐Hc  for  1  hour  at  room 
temperature  prior  to  addition  to  the  ganglioside  coated  plate  and  subsequent  detection  of 
ganglioside  bound  TT‐Hc  as  described  (Section  2.2.8  Materials  and  Methods)  (Figure  4.13).    As 
shown,  scFv  C1  inhibited  binding  of  TT‐Hc  to  the  ganglioside  in  a  dose‐dependent manner with 
binding reduced  to background  levels at  the highest concentration of scFv C1  (900nM).   The dose‐
response curve generated was fitted to a 4‐parameter logistic model which resulted in an IC50 value 
of 212nM +/‐ 17nM.   
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Figure 4.13.   Dose‐response curve for neutralisation of TT‐Hc ganglioside binding capacity by scFv 
C1.  Data is represented as % TT‐Hc binding in comparison to binding in the absence of scFv which is 
normalised  to  100%.    The  data was  fitted  to  a  4‐paramter  logistic  curve.   Data  points  represent 
means from pentuplicate measurements with standard error.  The IC50 value determined from the fit 
was 212nM +/‐ 17nM. 
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The  potency  of  the  remaining  scFvs  was  determined  at  a  single  fixed  concentration  of  650nM 
allowing  a  comparative  analysis  (Figure  4.14).   Clone C1  reduced binding of  TT‐Hc  to background 
levels (p<0.01) and clone C4 to around 10% of binding in the absence of scFv (p<0.01).  Clones J2 and 
J4 reduced binding to around 70% of binding  in the absence of scFv (p<0.05) and clones N4 and N5 
reduced  binding  to  around  60%  (p<0.05).    Clone  C2  did  not  reduce  binding  of  TT‐Hc  at  the 
concentration tested. 
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Figure  4.14.    Comparative  potency  measurement  for  7  anti‐TT‐Hc  scFvs.    The  binding  of 
recombinant monomeric TT‐Hc to plate coated ganglioside GT1b was measured by ELISA at a fixed 
concentration (100nM) both in the absence (“No scFv”) and the presence of the anti‐TT‐Hc scFvs C1, 
C2, C4, J2, J4, N4 and N5 at a single fixed concentration of 650nM. Data  is represented as % TT‐Hc 
binding in comparison to binding in the absence of scFv which is normalised to 100%.  Bars represent 
means  of  pentuplicate measurements with  standard  error.    Binding  in  the  presence  of  scFv was 
compared  to binding  in  their absence using students  t‐test.   *  (p<0.05); **  (p<0.01).   No star= not 
significant. 
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4.3 Discussion 
 
4.3.1. ScFv Multimerisation and monomer isolation 
The key aims of this chapter were to analyse the oligomerisation status of the 7 scFvs C1, C2, C4, J2, 
J4, N4  and N5  and  isolate  their monomeric  forms  for  use  in  affinity  determination  by  ELISA  and 
BIAcore followed by potency determination  in the ganglioside binding assay.   It was hoped that the 
data gained would aid interpretation of downstream CRAb selections and provide an insight into the 
relationship between affinity and potency in this system. 
 
The 7 scFvs studied  in  this chapter consist of antibody VH and VL domains  linked with a 15 amino 
acid G/S peptide which is sufficient to allow correct intramolecular folding and association of the VH 
and VL.  Shorter linkers lead to the formation of higher MW multimers due to intermolecular VH‐VL 
cross‐pairing to create functional multivalent molecule (Atwell et al., 1999; Hudson and Kortt, 1999).  
Unexpectedly, we found that scFv clone C1 was present in solution mainly in dimeric form according 
to SEC analysis where as for the other 6 clones, monomeric form was the dominant species.   Clone 
C1 differs from the other clones in that it has 6 cysteine residues as opposed to the more common 4 
which  pair  up  to  form  two  di‐sulphide  bonds  which  are  crucial  structural  determinants  in  the 
immunoglobulin‐fold (Kabat, 1988).  The clone has 4 cysteines in the VH domain (C20, C35, C54 and 
C97) and two  in the VL domain (C163 and C228).   We may hypothesise that the two extra cysteine 
residues  could  potentially  form  an  intramolecular  disulphide  bond  or  indeed  an  intermolecular 
disulphide bond which  leads  to  formation of higher MW species.   This could be  tested by perhaps 
running a SEC study in the presence of reducing agent such as 1mM DTT or other very mild reducing 
conditions which  should  break  external  disulphide  bonds  but  retain  intramolecular  ones.    This  is 
shown by many investigators who have engineered extra C‐terminal cysteine residues into antibodies 
as a means of mediating dimerisation between molecules (Kipriyanov et al., 1994).  Alternatively, the 
two  extra  cysteine  residues  of  scFv  clone  C1  could  be  mutagensised  conservatively  and  the 
structurally phenotypic results observed. 
 
Interestingly  it was  found  that  clone  C2  existed  in  over  70% monomeric  form.    As  described  in 
Chapter  3,  clones  C1  and  C2  have  exactly  the  same  VL  domain  but  considerably  different  VH 
domains.   We can conclude therefore that the difference  in oligomerisation state between the two 
clones  is  largely attributable to their VH domains further supporting the above hypothesis that the 
propensity of clone C1 to form dimers in imparted by the extra 2 cysteine residues in its VH domain. 
 
The other scFv clones all exhibited  formation of higher MW species  to differential degrees despite 
having  the  same  inter‐domain  linker  length.    Such  variations  in multimerisation  at  a  given  linker 
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length have been observed before (Griffiths et al., 1993; Raag and Whitlow, 1995; Wu et al., 1996).  It 
is not  readily possible  to determine whether  this  is due  to  specific  inter‐molecular VH‐VL domain 
swapping  thus  formation of diabodies  and  triabodies or whether  it  is  less  specific  inter‐molecular 
cross‐pairing, without  obtaining  crystal  structures  for  example  (Perisic  et  al.,  1994).    Short  term 
solutions to reducing scFv multimer formation may be through optimising buffer conditions (Arndt et 
al., 1998) but more involved solutions are generally through antibody engineering.  One may convert 
the clone to the alternative ds‐scFv where cysteines are engineered into two key positions, one in the 
VH and one  in VL framework regions.   For example Young engineered cysteines  in place of Ala‐L57 
and Asp‐H106 leading to stabilisation of the monomer form (Young et al., 1995).  This approach may 
only be  successful  if  the  scFvs were  forming diabodies due  to  linker  length.   Another engineering 
approach may be to mutate certain key residues involved in the multimerisation process (Wu et al., 
2001).   One may also  try  to engineer  longer  inter‐domain  linkers  than  the 15  residues used  in  the 
present project, although these do not completely prevent formation of higher order multimers but 
may perhaps reduce multimerisation (Alfthan et al., 1995; Wu et al., 1996).   
 
The key problems faced during the SEC studies described in this Chapter were often poor resolution 
between dimer  and monomer  thus  leading  to possible  contamination of monomer  fractions with 
dimer and low absolute yields of protein.  Use of a larger preparative grade column may circumvent 
these problems  so  that more material  can be  loaded onto  the  column per  run and  the  increased 
length of the column should improve resolution giving sharper peaks and fractions. 
 
One of the limitations of the data produced for scFv oligomerisation is that the observations are only 
applicable  for  the  absolute  scFv  concentrations  tested.    It  may  be  interesting  to  assess 
multimerisation  at  a  range  of  scFv  concentrations  for  each  clone  to  determine  whether 
multimerisation of  these clones  is concentration dependent which  is  likely due  to  the  law of mass 
action  (Arndt  et  al.,  1998).    Also  it  would  be  interesting  to  know,  as  with  TT‐Hc,  the  kinetic 
parameters involved in the re‐equilibration of monomer to dimer form. 
 
The  tendency  of  scFvs  to  form  dimers  has  implications  for  CRAbs  in  general.    Since  it may  be 
hypothesised that component scFvs within tandem‐scFv clones may exhibit inter‐scFv cross pairing of 
VH and VL domains thus destroying the dual epitope targeting nature of the clone and so its ability to 
chelate the target.  When expressing CRAbs in future work it will be very important to analyse them 
by  SEC  to  determine  formation  of  dimers  although  this will  not  reveal  detrimental  cross  pairing 
within the molecule.  Perhaps the key approach to ensuring the correct folding of CRAbs would be to 
engineer  their component scFv so  that  they each  form solely monomers when expressed as single 
entities not in tandem.  One could make CRAb libraries using ds‐scFvs for example. 
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4.3.2. Affinity determination 
The work described  in  this Chapter  endeavoured  to determine  the  affinity of  the  anti‐TT‐Hc  scFv 
clones  C1,  C2,  C4,  J2,  J4,  N4  and  N5  by  both  ELISA  and  BIAcore.    The  key  requirements  for 
determining accurate,  true  intrinsic affinities are  that  the antigen  is  in monomeric  form  if possible 
and  that  the antibody  fragment  in monomeric  form  so  that  the stoichiometry of  the  interaction  is 
1:1.    In  this  project,  the monomeric  forms  of  TT‐Hc  and  the  scFvs  were  isolated  by  SEC.    The 
resolution of the monomeric and dimeric forms of TT‐Hc was excellent but that of monomeric and 
dimeric scFvs was not very good.  Although monomeric fractions distal to the dimeric fractions were 
pooled  to  reduce  dimer  contamination,  it  cannot  be  assumed  that  the monomer  samples were 
entirely monomeric.  Likewise, given that the time‐scale for requilibration of TT‐Hc and scFv back to 
dimeric form  is uncharacterised, one must take  into account the possibility that there may of been 
low levels of dimeric antigen and antibody present. 
 
One of the key factors that hampered attempts to conduct affinity and potency dterminations in this 
Chapter  was  the  limited  availability  of  monomeric  scFv.    The  low  yields  in  finalised  pooled 
monomeric samples were due to several factors including in most cases (1) poor to moderate soluble 
expression  levels and yields post Talon®  IMAC purification,  (2)  limited capacity of  the Superdex‐75 
column, (3) partition of scFv into multimeric forms and (4) the fact that not all of the monomeric scFv 
was pooled due to avoidance of dimer contamination.  Efforts to concentrate the pooled monomeric 
samples using centrifuge ultra‐filtration membranes did not concentrate the samples.  This appeared 
to be due to loss of protein via non‐specific binding of scFv to the membrane surface.  Both cellulose 
and  PES membranes were  trialled with  similar  levels  of  protein  loss  observed  on  both  (data  not 
shown). 
 
It was not possible to determine KD values for scFv clone C2.   In the SPR platform,  it did not exhibit 
any detectable  levels of binding at  the highest available  concentration.   By ELISA  there were very 
small levels of binding detected at the highest few concentrations but saturation of antigen was not 
observed.   One may predict  that  the absence of any detectable dinging by BIAcore was due  to an 
extremely  low affinity and so perhaps  low on‐rate  resulting  in no detectable binding during  the 3‐
minute pulse of antibody over the chip surface.  Longer injection times at the concentration used or 
use of higher concentrations,  if material was available, may have  lead to detectable binding  levels.  
We  can  conclude  from  this  that  the  KD was more  than  1000nM  indicating  a  very  low  affinity  in 
comparison to the other scFv clones analysed.  The predicted affinity of this clone is below what may 
be expected from an antibody derived from an immunised library (Poulsen et al., 2007).  However it 
is important to bear in mind that in preparation of the phagemid library from which the clones in this 
project were selected, the original VH‐VL pairings are  lost since VH and VL are amplified separately 
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and  randomly  ligated  (Vaughan  et  al.,  1996).    Thus  it  could  be  possible  that  either  the VH  or VL 
domain of C2 was not originally derived  from a B‐cell  that produced antibody  specific  for  tetanus 
toxin.    It should be noted however, that  low affinity scFvs can still form part of high affinity CRAbs 
because of the synergistic nature of the chelate effect (Neri et al., 1995). 
 
In stark contrast to clone C2, the remaining clones exhibited much higher affinities with KD values at 
least  10‐fold  (clones  J4  and N4)  to  at  least  115‐fold  (clone  C1)  higher.    The  difference  in  affinity 
between C1  and C2 was  interesting  given  that  the  two  clones harbour  identical VL domains  thus 
indicating that the VH domain of C1 imparts most of the clones toxin binding capability and affinity.  
This is consistent with previous observations that the VH domain contributes significantly in antibody 
antigen interactions (Ohno et al., 1985); in particular the CDR3 region (Collis et al., 2003). 
 
Measured KD values for clones C1, C4, J4 and N4 agreed strongly between the two techniques used 
(ELISA  vs  SPR)  with  no  significant  differences  found  between  techniques.    The  higher  affinity 
observed for C1 and C4 compared to N4 and J4 appeared to be due more or  less solely to a slower 
off‐rate (Hawkins et al., 1992; Nielsen and Marks, 2004; Poulsen et al., 2007) as has been observed.  
The affinities measured for clones J2 and N5, varied considerably depending on the technique used 
for measurement.   By SPR,  the KD of clone  J2 was at  least 100‐fold  lower  than  the value  for ELISA 
which could only be determined as at least 1000nM.  By SPR, clone N5 also exhibited a KD of around 
10 to 50nM but this was only between 3 and 10‐fold  lower than the ELISA measurement.    It  is not 
unusual  to observe differences  in  affinities between different measurement  techniques  (Kaufman 
and  Jain,  1992).    One  may  hypothesise  that  these  observations  may  be  due  to  differential 
presentation of the antigen in both assay formats.  In the ELISA format, TT‐Hc is anchored via surface 
biotins  to avidin molecules which are directly coated onto  the plate surface.   Thus  the  toxin  is still 
relatively proximal  to  the plate surface.   However, on a BIAcore sensor surface, TT‐Hc  is bound  to 
streptavidin which is itself covalently coupled to a carboxymethylated dextran matrix which is at least 
100nm  from  the  solid  surface.    In  the  BIAcore  situation,  access  to  antigenic  epitopes  is  more 
favourable than  in the ELISA method since  it  is more comparable to true solution  interaction.   The 
BIAcore  system  is also a “flowing”  system, not  static as  in ELISA and  so perhaps more  similar  to a 
physiological situation.   
 
Interestingly  clones  J2,  J4  and N4  conformed  to  the 1:1  two‐state  conformational  change binding 
model, the latter two clones strongly.  In this case, binding of A to B forms AB which then becomes 
AB* which  exhibits  different  kinetics  to AB  due  to  a  conformational  change  that  strengthens  the 
complex.  This was manifest in the clearly different dissociation phases of these clones in comparison 
to  the other  clones  assayed on BIAcore  (C1, C4  and N5) which  appeared  to  be bi‐phasic with  an 
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initially rapid dissociation rate followed by a slower–rate.  Clones C1, C4 and N5 appeared to exhibit a 
constant rate of dissociation.   The different dissociation types described here have been alluded to 
by Townsend et al   who showed that these differences may be attributable to scFv multimerisation 
(Townsend et al., 2006), with monomers exhibiting the more rapid dissociation profile seen here with 
N4, J4 and J2 compared to C1, C4 and N5.  According to Townsends work, preparations with just 10% 
dimer present can cause the slow dissociation curves seen with C1, C4 and N5.    
 
A recent comprehensive immunological study of the immune response to tetanus toxoid found that 
even  in an  immunised  individual, the range of on‐rates can vary from 103 M‐1S‐1 to over 107 M‐1S‐1, 
off‐rates from around 10‐3 S‐1 to 10‐5 S‐1 and KD values from 1μM down to 1pM (Poulsen et al., 2007).  
The study analysed original VH‐VL pairings using  the Symphogens’ Symplex®  technology  (Meijer et 
al., 2006).  The typical on‐rates found in our study range from around 1x104 M‐1S‐1 to around 5x104, 3 
to 10‐fold  lower than Poulsen’s median on‐rate observations.   Typical off‐rates  in our study ranged 
were more diverse  ranging  from 1x10‐4S‐1  to around 1x10‐2S‐1, although  the  latter was  for  the koff
1 
value for those clones fitting two‐state conformational change kinetics.  Most measurements were in 
the 10‐4S‐1 bracket.  These compare well to Poulsen’s median off‐rate values of between 1.6 x 10‐4S‐1 
and 3.6 x10‐4S‐1.  Poulsens median KD measurements were between 0.9nM and 3.6nM, only modestly 
lower than the KD values for C1, C4, J2 and N5 as measured by BIAcore.  The slightly poorer on‐rates 
and affinity values of the clones in our study compared to the median values obtained from Poulsen’s 
study may be due  to  several  factors  including  loss of original VH‐VL pairings, bias  introduced as a 
result  of  the  phage  display  or  restriction  based  on  the  portion  of  tetanus  toxoid  targeted.    I.e. 
Poulsen’s  study  concerned  around  50  clones  specific  for  the  whole  toxoid  where  as  our  study 
considers clones specific for the Hc domain only. 
 
The disparity  in  affinity measurements  for  clones  J2  and N5 between  ELISA  and BIAcore  could  in 
future work be addressed initially by perhaps adapting the two techniques used presently.  Perhaps 
to avoid measuring antibody binding  to antigen  that has been partially  restricted by  capturing on 
avidin or streptavidin, one could use competition ELISA (Djavadi‐Ohaniance et al., 1996; Friguet et al., 
1985)  or  competition  BIAcore  (Nieba  et  al.,  1996) which  are  based  on  the  principle  of  the  initial 
antibody/antigen  interaction  occurring  in  solution.    This  latter  approach  also minimises  rebinding 
events  and  avidity  effects.    It  may  also  be  interesting  to  couple  TT‐Hc  directly  onto  the 
carboxymethylated dextran avoiding the need for biotinylation and measuring scFv binding kinetics 
under these circumstances. 
 
Employing some additional techniques to measure the affinity may also be an additional approach.  
These were alluded to in Introduction Section 1.3.3 and many are reviewed (Neri et al., 1996) which 
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include  band‐shift  analyses,  fluorescence  quench  assays  and  isothermal  titration  calorimetry.  
Equilibrium dialysis would not be appropriate because of the molecular weights of the scFv or TT‐Hc 
not being small enough and given the relatively large amount of material required for ITC, conducting 
such experiments with low yielding scFvs may be somewhat problematic.  Using a variety of methods 
to  measure  affinity  in  addition  to  ELISA  and  BIAcore  may  lead  to  more  conclusive  affinity 
measurements for clones J2 and N5.   
 
The affinity data obtained  in  this  chapter was generated  to  facilitate  the  formation of hypotheses 
regarding and  interpretation of  the phage display  selection of CRAbs described  in Chapter 6.   For 
example, we would  perhaps  predict  that  a  potential  CRAb  selected  by  phage  display would  not 
contain clone C2 as a component due to  its  low affinity  in comparison to other clones.   This will be 
discussed further in Chapter 6. 
 
4.3.3. Affinity and potency 
Potency  studies  using  the  micro‐titre  plate  based  ganglioside  binding  assay  platform  allowed 
determination of an IC50 value for scFv C1 but not the other clones due to insufficient concentrations 
of  those  clones.   Potency determinations  for  clones C2, C4,  J2,  J4, N4 and N5 were  conducted at 
single  fixed  concentration  of  650nM  to  allow  a  quantitative  comparative  analysis  as  conducted 
recently  by  Zhou  et  al  for  anthrax  toxin  (Zhou  et  al.,  2008).    The  data  described  in  this  chapter 
suggested that affinity correlated with potency since C1, C4 were of the highest affinity and potency, 
C2  the  lowest affinity and potency and  the  remaining scFvs of  intermediate affinity and potencies.  
This is in agreement with work conducted in the lab of Marks on botulinum toxin (Levy et al., 2007; 
Marks, 2004) and Georgiou on anthrax toxin (Maynard et al., 2002).  The work by Marks, with the Hc 
fragment  of  botulinum  toxin,  which  is  highly  similar  to  TT‐Hc,  indicated  that  many  antibodies 
neutralised toxin activity whether they bound to the HcN or HcC sub‐domains of the toxin and so this 
parallels the observations in this project that clones N4 and N5 as well as clones N2 and N3 (as shown 
in  Chapter  3)  are  able  to  reduce  binding  of  TT‐Hc  to  ganglioside.    The work  by Maynard which 
showed  that  higher  affinity  scFvs  are more  potent  against  anthrax  than  lower  affinity  scFvs  also 
supports the observations made here.  Although Maynard’s work did measure potency as a function 
of  time  to death  for a group of Rats subjected  to anthrax  intoxication.   Although  this  represents a 
much more subjective measure of potency, it may be more realistic reflecting the in vivo situation. 
 
We may hypothesise  that binding of  the N and  J  scFv  clones may  cause  structural  changes  in  the 
toxin  which  alter  the  conformation  of  its  ganglioside  binding  region  in  a  detrimental  manner.  
Evidence  of  these  structural  changes  is manifest  in  the  competition  binding  studies  in  chapter  3 
which identified many incidences of a positive cooperative binding effect where binding of one scFv 
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facilitates stronger binding of another to a separate epitope presumably through structural changes.  
Secondly  for  clones  J4  and N4,  their binding by  SPR  analysis  fitted  to  a  two‐state  conformational 
change model suggesting at least for these clones that their binding results in significant changes to 
the TT‐Hc molecule. 
 
A note of caution should also be considered when concluding that affinity correlates with potency in 
this  system.    This  is due  to  the  fact  that different  clones used  are  likely  to be  targeting different 
epitopes,  whether  they  are  distinct  or  overlapping.    It  has  been  argued  that  potency  is  also 
dependent on epitope targeted  (Nagata et al., 2004) and so a true study of the effect of affinity on 
potency  can  only  be  conducted  using  a  panel  of  antibodies  that  target  the  same  epitope  with 
different affinities.  Although this has been done with respect to cancer targets (Adams et al., 2001), 
no  such  systematic  study  has  been  carried  out  for  soluble  targets  such  as  toxins  where  the 
pharmacodynamic situation is very different.  It would be interesting to do such a study with tetanus 
toxin perhaps using various affinity mutants of C1 to determine whether there  is  indeed an upper‐
limit at which affinity does not correlate further with potency. 
 
In our study, the competing scFv clones C1 and C4 target the HcC domain which is the region of TT‐Hc 
that physically  interacts with  the ganglioside.   Work done by our collaborators has  in  fact  showed 
that C1 binds  to  the  residues  involved  in contacting  the ganglioside  (Qazi et al., 2006).    It may be 
argued therefore that the higher potency of C1 and C4 is due to the fact they sterically hinder binding 
of  TT‐Hc  to  the  ganglioside.    A  counter  to  this  argument  however  is  that  clone  C2,  which  has 
previously been shown to bind to the HcC sub‐domain of TT‐Hc (Qazi, 2004), exhibited an affinity of 
around 1000 fold  less than C1 or C4 and no significant potency at a concentration of 650nM.   This 
would perhaps suggest that affinity is important. 
 
Further potency studies are required to obtain full dose‐response curves for all clone tested so that 
IC50  values  can  be  obtained  allowing  full  and  robust  relative  potency  comparisons.    Potency 
measurements  in  other  assay  platforms  would  also  complement  the  data  obtained  with  the 
ganglioside binding assay.   For example, a neuronal  cell binding assay  (Qazi et al., 2006)  could be 
used to measure the ability of the scFvs to inhibit cell binding in a quantitative FACS based method.  
It would be interesting to also see how in vitro potency translates through to in vivo potency and so 
measurement of potency  in  a murine  toxin paralysis  assay would be beneficial  in  comparing  scFv 
potencies similar to that used by Maynard for Anthrax (Maynard et al., 2002). 
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CHAPTER 5 
 
Construction of a multi‐scFv  
multi‐linker anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library 
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5.1 Introduction 
 
Genes encoding proteins of interest to a scientific investigator, such as an enzyme or binding ligand  
can  be  cloned  in  frame  with  a  filamentous  phage  coat  protein,  such  as  pIII  (Smith,  1985),  in  a 
phagemid vector such as pHEN2 (Zhu et al., 2006)  or pCANTAB6 (Kerschbaumer et al., 1997).  When 
the pIII‐fusion is expressed in E. coli, that is super‐infected with helper phage viruses which supply all 
of  the  necessary  components  for  a  functional  phage  particle,  phages  displaying  the  functional 
enzyme  or  ligand  fused  to  their  external  coat  are  produced.    The  chimeric  phage  contains  the 
phagemid  vector encoding  the pIII‐fusion  in place of  their own  genome but  still  retain  infectivity.  
This thesis is concerned with the display or immunoglobulin based proteins on phage.  With respect 
to antibodies, libraries of phage can be produced that display millions of antibody variants (Silacci et 
al.,  2005) with  different  specificities  and  affinities.    These  can  then  be  exposed  to  an  antigen  of 
interest  and  those phage  that bind,  through  facility of  their  fused  antibody,  are  selected  and  are 
amplified  by  infecting  E.  coli  and  subject  to  iterative  rounds  of  display,  antigen  exposure  and 
amplification  to  enrich  clones  with  the  properties  one  may  desire  such  as  specificity,  affinity, 
stability, etc.  
 
A phage  library may be defined by  its modularity; that  is  its molecular scaffold upon which binding 
specificity is physically presented, which is the immunoglobulin domain for phage antibody libraries.  
Phage antibody libraries may be randomised or defined, immunised or naive, small or large, diverse 
or  conserved  and  these  parameters  are  determined  based  on  the  ultimate  intended  use  of  the 
library, the way it was constructed and the source of the genetic contents of that library.  The library 
used  to  obtain  the  anti‐TT‐Hc  scFvs  used  in  this  project  was  a  large  (greater  than  109  clones) 
immunised  (with  respect  to  tetanus  toxin)  library derived by  cloning  antibody  variable heavy  and 
variable light domains from B‐cells derived from multiple human donors (Vaughan et al., 1996).  The 
VH  and  VL  domains were  amplified  separately  and  randomly  combined with  a  (G4S)3  linker  thus 
breaking the original native VH‐VL pairings but  introducing more diversity than would otherwise be 
obtained.  The aim of such a library (naive with respect to most antigens) is to increase the chances 
of obtaining  a handful of  clones with  specificity  for  an  antigen of  interest with  a  reasonably high 
affinity.    The  chances  of  finding  such  clones  increases  with  increased  diversity  and  library  size 
respectively (Bradbury and Marks, 2004; Mondon et al., 2008). 
 
There  are  several problems  that  can  be  encountered when  constructing  phage‐antibody  libraries, 
whether  these  be  on  scFv,  Fab,  tandem‐scFv  or  a  range  of  other  engineered  antibody  formats 
(Holliger and Hudson, 2005; Kontermann, 2005).   The main problems are  that encountered  in  the 
cloning procedures adopted  for construction, both during PCR based assembly and  ligation  .     Mis‐
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priming, formation of artefactual PCR products and deleterious recombination events can occur due 
to  (1)  homology  between  the  antibody  variable  domains  imparted  by  framework  regions,  (2) 
presence of several  identical  inter‐domain  linkers and  (3) and  the similarity between  linker regions 
and  the  glycine/serine  rich  regions  linking  the  three main domains of  the phage pIII  coat protein 
(Mallender et al., 1994; Mallender and Voss, 1994; McGuinness et al., 1996).  Other problems result 
from  insert  losses  due  to  vector  instability  and  recombination,  random  insertions,  deletions  or 
mutations  in  parts  of  the  coding  sequence which may  lead  to  loss  of  reading‐frame  or  result  in 
proteins that have growth bias advantages or other characteristics that may favour their enrichment 
over the desired clones with the desired properties (Vaughan et al., 1996).   Creating a high quality, 
non‐biased, large, diverse library represents a formidable technical challenge. 
  
Previous  research  in  this  field was  carried  out  by Wright  and  Deonarain  (2007).    It  focussed  on 
developing a phage‐display based approach for determining the optimum linker length for imparting 
the  chelate  effect  for  a  given  pair  of  scFv  clones.    A  tandem‐scFv  library was  constructed which 
consisted of two anti‐lysozyme scFvs (D1.3 and HyHEL10TF) tethered with glycine/serine based linkers 
of different lengths (11 linkers ranging from 11 to 54 amino acids) and amino acid composition (NNS 
codons interspersing G4S repeats) (Wright, 2004; Wright and Deonarain, 2007).   
 
Two  initial  attempts  at  constructing  the  described  library  involved  the  use  of  splice  over‐lap 
extension  and  a  long‐template  inverse  PCR  based  approach  both  of  which  resulted  in  multiple 
artefactual PCR products due to mis‐priming events that could not be circumvented despite rigorous 
attempts  at  PCR  optimisation  (Wright,  2004).    With  the  latter  method,  problems  were  also 
encountered with ligation efficiency.  Particularly re‐ligation of parental vectors giving rise to a library 
containing  significant  amounts  of  non‐tandem  single  scFv  clones.    These  problems  were 
circumvented  with  the  development  of  the  final  simple,  rapid,  robust  and  degenerate  cloning 
strategy  (Wright  and  Deonarain,  2007) which was  adopted  to  construct  the  tandem‐scFv  library 
described  in  this  thesis.   The  cloning  strategy  is  illustrated  in  Figure 5.1  and  consists of  five main 
steps, designated A to E. 
 
Step A – Conversion of N‐terminal scFv into a non‐displaying intermediate 
Conversion  of  the  N‐terminal  component  scFv  to  a  non‐displaying  form  is  an  essential  step  in 
constructing  the  tandem‐scFv  library.    The  reason  for  this  becomes  apparent  in  the  final  step  of 
tandem‐scFv  construction when  the C‐terminal  scFv  is  cloned downstream of  the N‐terminal  scFv.  
Undigested  or  religated  recipient  vector  (containing  the  N‐terminal  scFv)  would  result  in 
contamination of displayable single scFv in the subsequent tandem‐scFv library which exhibit growth 
and display biases over the tandem‐scFvs and out‐compete them  in affinity driven selections.   Thus 
204 
 
by converting the N‐terminal scFv into a non‐displaying format, any religated or undigested recipient 
vector will not result  in a product that will be displayed on phage.   To create the non‐displaying N‐
terminal  scFv, out‐of‐frame DNA was cloned between  the Not  I and Bsm  I  sites which are present 
prior to the N‐terminal scFv epitope tags and  in the phage gIII respectively.   The out‐of‐frame DNA 
was derived from another pCANTAB6 vector clone which encoded a scFv (D1.3).  However the Not I 
site was upstream of the scFv.  The Bsm I site was in the phage gIII protein.  The frame‐shift mutation 
which leads to it being out‐of‐frame resides within the gIII portion of the DNA prior to the Bsm I site.  
Therefore essentially, the non‐displaying N‐terminal scFv created in this step of the cloning strategy 
is an out‐of‐frame tandem‐scFv and is therefore referred to with the nomenclature of “null‐CRAb”.   
 
Step B – Silent mutagenic removal of the C‐terminal scFv 3’ Not I site 
Given that all scFvs were in the same phagemid vector (pCANTAB6), the presence and distribution of 
restriction endonuclease enzyme sites within the vector backbone was  identical  for each clone.    In 
order  to  facilitate  directional  cloning  of  the  C‐terminal  scFv  downstream  of  the  N‐terminal  scFv 
between its Not I and Bsm I sites in a subsequent step it was necessary to remove the 3’ Not I site of 
the C‐terminal scFv.   
 
Step C – PCR Step 1: appending a 5’ universal annealing sequence to the C‐terminal scFv 
The mutagenised  scFv  clone  from Step B of  the  cloning  strategy was used as a  template  in a PCR 
reaction which uses a 3’ primer which anneals to the phage gIII gene including the Bsm I site.  The 5’ 
primer anneals to the first 6 codons of the VH domain of the scFv and appends a universal sequence 
upstream of  the VH domain which becomes  the  template  for a  subsequent PCR  reaction and also 
forms part of the final inter‐scFv linker in the tandem‐scFv.  Due to the conserved nature of the FR1 
region of antibody variable heavy domains,  it was  found that a small set of 5’ primers  for this PCR 
reaction could be used for many different possible scFv clones. 
 
Step D – PCR Step 2: appending  the  remainder of  the  inter‐scFv  linker and a 5’ Not  I site  to  the C‐
terminal scFv 
In  the  final PCR  step,  the PCR product  from Step C  is used as a  template along with  the  same gIII 
binding  3’  primer which  incorporates  the  gIII  Bsm  I  site.    The  5’  primer  anneals  to  the  universal 
annealing  sequence  previously  appended  to  the  5’  portion  of  the  antibody  gene  in  Step  C.    This 
primer  incorporates  the  remainder  of  the  inter‐scFv  linker  and  a  terminal  Not  I  site  used  in  a 
subsequent ligation step.  Due to potential mis‐priming caused by multiple G4S repeats, longer linkers 
are generated by incorporating an extended non G/S coding sequence into the 5’ primer used in Step 
C of the cloning strategy. 
 
Step 5 – Final ligation step to create coding tandem‐scFv 
The null‐CRAb produced in Step A was digested with Not I and Bsm I to remove the downstream out‐
of‐frame DNA.   The PCR product from Step D was digested similarly and  ligated  into the cut vector 
downstream of the N‐terminal scFv to create the in‐frame tandem‐scFv fused to phage gIII.    
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Figure  5.1.    Cloning  strategy  for  construction  of  tandem‐scFv  clones  in  the  phagemid  vector 
pCANTAB6.    The  cloning  strategy  is  described  here  in  five  phases  (A‐E)  relating  to  the  schematic 
shown.   (A)   The N‐terminal component scFv  is converted to a non‐coding tandem scFv (Null CRAb) 
by directly cloning Not  I / Bsm  I digested non‐coding DNA (JUNK)  into similarly digested pCANTAB6 
vector  downstream  of  the  scFv  gene.    (B)    The  C‐terminal  component  scFv  3’  Not  I  restriction 
endonuclease  target  site  is  then  mutated  by  SDM  and  subsequently  a  2‐step  PCR  reaction  is 
conducted which appends a 5’ G/C rich linker sequence and Not I site.  (C)  The 1st PCR step adds a 5’ 
“universal”  annealing  sequence  to  the Not  I mutated C‐terminal  component  scFv which  acts  as  a 
template for the next PCR step.   (D)   The second PCR step appends a 5’ partially randomised  inter‐
scFv  linker  of  specified  length which  is  flanked  at  the  5’ with  a  Not  I  site.    (E)    The  C‐terminal 
component scFv from step (D) is then directly cloned downstream of the N‐terminal component scFv 
prepared in step (A) between the Not I and Bsm I restriction sites creating a full length tandem scFv. 
 
The work of Dr. Wright showed that phage display can enrich for an optimal inter‐scFv linker length 
between  two  scFvs  that  bound  to  distinct  epitopes  on  lysozyme,  agreeing  with  the  rationally 
designed  linker  length  determined  by  Neri  and  co‐workers  for  the  same  two  scFvs  using  X‐ray 
crystallography data  (Neri et al., 1995).   The next  step  in  this  research was  to determine whether 
phage display could select not only the right linker  length for a given pair of scFvs but also the best 
combination of scFvs from a panel of many combinations. 
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Aims, Objectives and Library Definition 
The  aim  of  the work  described  in  this  chapter was  to  construct  a  tandem‐scFv  library with  the 
following definitions, containing anti‐TT‐Hc scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5: 
 
(1) Defined library of known quality, content and limitation. 
(2) Contains 7 different scFv components. 
(3) Said scFv components are linked in all combinations and permutations to create 49 pairings. 
(4) Each of the scFv pairings are linked with 7 possible linkers ranging in length from 11 to 44 amino 
acids  (343  possible  clones).    This  choice  of  linker  length  range  should  theoretically  cover  the 
maximum length required to link two‐scFvs binding to the most distal regions of the toxin molecule 
as determined by consideration of the crystal structure of the TT‐Hc toxin molecule. 
(5) Inter‐scFv linkers are interspersed with NNS codons bringing total theoretical diversity to 5.3x107 
clones. 
(6) The library will contain both chelating and competing scFv pairings as defined by the competition 
binding analyses conducted in Chapter 3. 
 
This relatively small  library  in terms of size and diversity  is a proof‐of‐concept tool that allows us to 
determine whether phage display can enrich chelating scFv pairings and enrich simultaneously  the 
optimal linker length. 
 
Thus this chapter describes the construction of the above outlined library using the cloning strategy 
of Dr. Wright and its subsequent quality assurance assessment to determine the quality and integrity 
of the library. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2 Results 
 
5.2.1. Conversion of 7 anti‐TT‐Hc scFvs into out‐of‐frame intermediate clones. 
To  remove  the possibility of contamination of  the anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  library with scFv clones, 
each of the 7 anti‐TT‐Hc scFvs were converted to non‐displaying  intermediates, termed null CRAbs, 
as illustrated in Figure 5.2 which will act as recipient vectors in the final stage of the cloning strategy 
which will generate in‐frame displayable tandem‐scFv clones.  Any religated or undigested null‐CRAb 
vector at that stage would not be compatible with phage‐display.   
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Figure 5.2.  Illustration of the construction of null CRAb clones.   The pCANTAB6 vector harbouring 
the  7  anti‐TT‐Hc  scFvs  (pCANTAB6‐(scFv  clone)) was  digested with  Not  I  and  Bsm  I  (A  )  and  gel 
extracted to yield (C).  The out‐of‐frame DNA was liberated from a pHEN2 vector (pHEN2‐D1.3‐Null) 
by  similar  digest  (B)  and  gel  extracted  to  yield  (D).    The  out‐of‐frame DNA was  then  ligated  into 
pCANTAB6 downstream of each anti‐TT‐Hc scFv. Le=leader sequence, VH/VL = variable heavy/light 
domains of scFv, Li=inter‐domain linker, H=his6 tag, M=c‐myc tag, pIII= phage pIII gene. 
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The out‐of‐frame  (junk) DNA was  liberated  from pHEN2‐D1.3‐Null, produced previously  in  the  lab 
(Wright and Deonarain, 2007), by enzymatic digestion (Section 2.2.6.4) and purified by gel extraction 
(Section 2.2.6.1).  Recipient vectors, encoding each of the pCANTAB6‐C1, pCANTAB6‐C2, pCANTAB6‐
C4,  pCANTAB6‐J2,  pCANTAB6‐J4,  pCANTAB6‐N4  and  pCANTAB6‐N5  were  digested  and  purified 
similarly (Figure 5.3). 
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Figure 5.3. Not  I – Bsm  I double digest  for null CRAb construction.   Phagemid vectors encoding 7 
anti‐TT‐Hc scFvs and the junk DNA were digested with Not I and Bsm I (Gel A).  The digested DNA was 
then purified by gel extraction  (Gel B).   Samples were analysed by 1% agarose gel electrophoresis 
with ethidium bromide staining.   For both gels Lane 1= pHEN2‐D1.3‐Null  , Lane 2 = pCANTAB6‐C1, 
Lane 3 = pCANTAB6‐C2, Lane 4 = pCANTAB6‐C4, Lane  5 = pCANTAB6‐J2, Lane 6 = pCANTAB6‐J4, Lane 
7 = pCANTAB6‐N4, Lane 8 = pCANTAB6‐N5.  M = DNA fragment marker.  
 
After  ligation  (Section 2.2.6.5) of the  junk DNA downstream of the scFv gene, each anti‐TT‐Hc scFv 
null‐CRAb ligation mixture was transformed into E. coli XL1‐Blue by electroporation (Section 2.2.1.4).  
The  vector  only  controls  revealed  a  high  level  of  background  and  the  ratio  of  transformants  in 
ligation  samples  compared  to  vector only  samples was only 2:1.    Five  colonies  from each  ligation 
reaction and vector only control were used in a colony PCR (Section 2.2.6.6) with primers LMB3 and 
G3BACK  (primer sequences  in Table 2.6 Materials and Methods)  (Figure 5.4).   For each scFv clone, 
the vector only ligation control did not yield detectable PCR product with the exception of sample 1 
from clone J2 vector only control which resulted in a single DNA fragment migrating in line with the 
1.0kbp MW marker.   For the  ligation reactions, all five samples for each scFv clone resulted  in PCR 
product often with two dominant bands migrating at approximately 1.0 and 2.0kbp.   
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Figure 5.4. Colony PCR of null CRAb ligation transformant clones.  Five transformant colonies from 
the null CRAb ligations (designated “L‐scFv name”) and vector only background controls (designated 
B‐scFv  name”) were  used  as  templates  in  a  PCR with  primers  LMB3  and  G3BACK.    Analysis was 
conducted  using  1%  agarose  gel  electrophoresis with  ehtidium  bromide  staining.   M= molecular 
weight marker. 
 
Two ligation clones from each scFv to null CRAb conversion were DNA sequenced with primers LMB3 
and FDSEQ1.   Sequencing  results verified  that  the null CRAb  ligations were  successful with correct 
insert  sizes  and  the  junk  DNA  cloned  downstream  of  each  anti‐TT‐Hc  scFv  gene.   One  sequence 
verified monoclone from each scFv null CRAb ligation was then selected for QA validation to confirm 
that they are not capable of display on phage and to check restriction digest compatibility with the 
last stage of the tandem‐scFv library construction cloning strategy.   
 
Each  anti‐TT‐Hc  scFv  in  both  normal  and  null‐CRAb  form was  used  in  the  protocol  for  producing 
phage‐fusions  (Section  2.2.5.2).    Phage  titres  were  equalised  and  scFv  display  levels  measured 
(Section 2.2.5.7) by anti‐his6 western and ELISA of directly  coated phage  (Figure 5.5).   These data 
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indicate  that whilst the scFvs are clearly being displayed on  the phage particles but null‐CRAbs are 
not as shown by both methods.   Display of scFv C2 only produced a measurable signal  in the ELISA 
platform.    The  scFv  clones  produced  anti‐his6  bands  migrating  at  around  70kDa  and  clone  N4 
produced  additional  bands  at  100kDa  and  200kDa.    Despite  the  fact  that  phage  titres  were 
normalised, the pIII signal was lower for null‐CRAbs in comparison to the scFv clones. 
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Figure  5.5.    Measurement  of  null‐CRAb  display  levels.    Anti‐TT‐Hc  scFvs  and  null‐CRAbs  were 
produced, normalised and blotted onto nitrocellulose and probed by anti‐pIII  (A) and anti‐his6  (B) 
immunodetection.  Lanes 1 through 7 represent the 7 scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 loaded 
in that order and  lanes 8 through 14 represent the 7 scFv clones  in null‐CRAb format  loaded  in the 
same order, H= helper phage control.   Phage were also coated directly onto  immunosorbent plates 
and  detected  via  anti‐his6  antibody  in  ELISA  (C).  Signals  represent  means  from  triplicate 
measurements with  standard  error.   Null‐CRAbs  are  given  the  “scFv‐N” designation.     H‐P=helper 
phage and BLK is blocking buffer only. 
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The disrupted display of null‐CRAbs was also confirmed by phage ELISA against biotinylated TT‐Hc (B‐
TT‐Hc) (Figure 5.6) which detected no binding signal higher than background for any of the null‐CRAb 
clones.    Significant  binding  signal  for  the  scFv  clones  compared  to  background  was  observed, 
although this was modest for clone C2. 
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Figure 5.6.  Antigen binding phage‐ELISA for null CRAb validation.  The 7 anti‐TT‐Hc scFvs C1, C2, C4, 
J2, J4, N4 and N5 in both normal and null‐CRAb form were prepared as phage fusions and phage titre 
normalised.  Binding to biotinylated TT‐Hc (B‐TT‐Hc) by ELISA was measured by anti‐phage detection.  
Negative control consisted of avidin coated wells only.   A helper phage control was also  included.  
Assay signals represent means from triplicate measurements with standard error.   
 
A  final  step  in  validating  the  function  of  the  null‐CRAb  clones was  to  check  that  each  clone was 
digested correctly with  the  restriction enzymes Not  I and Bsm  I  (Figure 5.7).   This was  the case so 
ensuring  that  in  the  final  library  construction  step  when  the  7  null‐CRAb  clones  are  pooled, 
differential levels of enzymatic digestion will not occur. 
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Figure 5.7. Quality assurance null‐CRAb digest.   The 7 anti‐TT‐Hc null‐CRAb  clones were digested 
with Not  I and Bsm  I  to confirm correct cutting and amenability with  the  final  library construction 
ligation step. 1= pCANTAB6‐C1, 2= pCANTAB6‐C2, 3= pCANTAB6‐C4, 4= pCANTAB6‐J2, 5= pCANTAB6‐
J4, 6 = pCANTAB6‐N4, 7= pCANTAB6‐N5. 
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5.2.2 Site directed mutagenesis of scFv 3’ Not I site. 
The initial step in preparing the C‐terminal scFv genes for cloning downstream of the N‐terminal scFv 
genes in the tandem‐scFv library was to silently mutate the 3’ Not I site present in scFv C1, C2, C4, J2, 
J4, N4 and N5.  This step was a pre‐requisite to a subsequent step whereby a Not I was added to the 
5’ of the C‐terminal scFv gene thus facilitating directional cloning of the C‐terminal scFv downstream 
of the N‐terminal scFv which harbours a Not I site 3’ to the scFv gene prior to the junk DNA.  This step 
is illustrated in Figure 5.8.   
212 
 
 
Le VH Li MVL
amp
H pIII
α‐TT‐Hc scFv
Not I
Le VH Li MVL
amp
H pIII
α‐TT‐Hc scFv
Not I2
Site Directed Mutagenesis 
5’ GCGGCCGCA 3’ Æ 5’ GCGGCGGCA 3’
A
B
Bsm ISfI ISfi I 
 
 
 
 
 
pCANTAB6‐(scFv clone) 
 
 
 
 
 
 
 
SfI ISfi I  
 
Bsm I
 
 
 
 
pCANTAB6‐(scFv clone)‐NIG 
 
 
 
 
 
Figure  5.8.  Silent mutagenesis  of  scFv  3’  Not  I  site  to  facilitate  construction  of  a  tandem‐scFv 
library.   Distribution of key restriction endonuclease sites before  (A) and after  (B) mutagenesis are 
shown.  Le=leader  sequence, VH/VL = variable heavy/light domains of  scFv,  Li=inter‐domain  linker, 
H=his6 tag, M=c‐myc tag, pIII= phage pIII gene. 
 
 
Primers  TVNOTSDMF  +  TVNOTSDMB  (for  clones  C1,  C2,  J4,  N4  and  N5)  and  EINOTSDMF  + 
EINOTSDMB  (for  clones  C2  and  J2) were  designed  (Table  2.2 Materials  and Methods).    The  SDM 
thermo‐cycling  reaction  was  optimised  which  resulted  in  the  following  critical  parameters  being 
implemented: (1) use of 5% DMSO in the reaction mixture and (2) use of KOD polymerase in place of 
PFU Turbo.  These parameters resulted in substantial reaction product (Figure 5.9).  
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Figure  5.9.  PCR  reaction  analysis  for  scFv  3’  Not  I  silent  mutagenesis.    A  PCR  reaction  with 
mutagenic primers, as described in Materials and Methods Section 2.2.6.6, was used to remove the 
3’ Not I site from the 7 anti‐TT‐Hc scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5.  The reaction product was 
digested  with  Dpn  I  to  remove  parental  plasmid  DNA  and  then  analysed  by  1%  agarose  gel 
electrophoresis with ehtidium bromide  staining.    (‐) = no primers  (+) = primers present. NEG = no 
template. M= molecular weight markers. 
 
Five mutagenic transformants of each scFv clone were used to prepare pure plasmid DNA which was 
then used as substrate in diagnostic digests to determine whether the Not I sites had been removed.  
Each SDM clone and positive controls (pre‐SDM scFv clones) were digested with Sfi I + Not I and Sfi I + 
Bsm I.  For the scFv clones prior to SDM, which acted as positive controls, digest with Sfi I and Not I 
liberated an 800bp DNA fragment.   Digest with Sfi I and Bsm I  liberated a 1kbp DNA fragment.   For 
scFv C1 SDM clone 2, neither digest  led to DNA  fragment  liberation  indicating an aberration  in the 
sequence.   For scFv C1 SDM clone 3, digest with Sfi  I and Not  I  liberated a 1000bp band  indicating 
that the Not I site had not been mutated.  For all other SDM clones analysed, no DNA was liberated 
upon digest with  Sfi  I  and Not  I but  a  1000bp band was  liberated with  Sfi  I  and Bsm  I  indicating 
successful Not I mutagenesis for these clones without any major effects on the remainder of the DNA 
sequence.   Two SDM clones  for each  scFv  that had been  successfully passed  the diagnostic digest 
were  sequence  verified  to  confirm  mutagenesis  and  ensure  no  other  changes  to  the  original 
sequences had occurred. 
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Figure 5.10.  Diagnostic double digests for determination of successful Not I mutagenesis.  Purified 
plasmid DNA of five SDM clones representing each anti‐TT‐Hc scFv including C1 (A), C2 (B), C4 (C), J2 
(D), J4 (E), N4 (F) and N5 (G) was digested with either Sfi I + Not I (D1) or Sfi I + Bsm I (D2).  The scFv 
clones  prior  to  SDM  (POS)  were  also  assayed.   With  the  exception  of  C1  SDM  clones  2  and  3, 
successful mutagenesis  of  Not  I was  observed whilst  apparently maintaining  the  integrity  of  the 
remaining sequence. M= molecular weight marker. 
 
 
5.2.3 PCR addition of a universal annealing sequence to 7 anti‐TT‐Hc scFvs 
Two sequential PCR steps were used to append the  inter‐scFv  linker to the 5’ end of the C‐terminal 
scFv genes.  The first step described in this section and illustrated in Figure 5.11 appended part of the 
linker including a universal annealing sequence acting as a generic template for the forward primers 
in the subsequent reaction to append the remainder of the linker.  Including this step circumvented 
the need to design multiple primers for each scFv clone for each linker length required.   
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Figure  5.11.    Illustration  of  PCR1  for  appending  a  universal  annealing  sequence  to  7  anti‐TT‐Hc 
scFvs.  Not  I mutagenised  scFv  clones  (A)  were  amplified  in  a  PCR  step  which  appends  either  a 
universal annealing sequence 5’ (B) or an extended length universal annealing sequence 5’ (C) to the 
scFv gene which facilitates longer linker lengths.   Le=leader sequence, VH/VL = variable heavy/light 
domains of scFv, Li=inter‐domain linker, H=his6 tag, M=c‐myc tag, pIII= phage pIII gene, U= universal 
annealing sequence, Ext = extended segment of universal annealing sequence. 
 
Using  the high  fidelity KOD polymerase,  the Not  I mutated scFvs  in pCANTAB6‐C1‐NIG, pCANTAB6‐
C2‐NIG,  pCANTAB6‐C4‐NIG,  pCANTAB6‐J2‐NIG,  pCANTAB6‐J4‐NIG,  pCANTAB6‐N4‐NIG  and 
pCANTAB6‐N5‐NIG , were amplified from their vector by PCR using G3BACK which is a reverse primer 
binding  in  the  phage  g3  protein  including  the  Bsm  I  site  in  conjunction  with  forward  primers 
annealing  to  the  first  six  VH  codons  of  the  scFv  and  appending  a  5  codon  universal  annealing 
sequence directly prior  to  the VH domain sequence or separated by an extended  linker sequence.  
The nucleotide  sequences of  the primers used are  shown  in Table 2.3 of Materials and Methods.  
Thus two products were generated for each clone (Figure 5.12).  Both products migrated at a MW of 
around  1000bp with  the  extended  sequence  products  exhibiting  slightly  slower migration  on  the 
agarose gel. 
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Figure 5.12.   PCR amplification of Not  I mutated scFvs  to append universal annealing sequences.  
Products were analysed electrophoretically in a 1% agarose gel with ehtidium bromide staining.  Each 
clone was amplified and either a universal  (U) or extended universal  (U+) annealing sequence was 
added 5’ to the scFv gene. 
 
5.2.4 PCR addition of complete inter‐scFv linker sequence and a 5’ Not I site 
The second PCR step used to facilitate construction of an anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library is illustrated 
in  Figure  5.13.    The  objective  of  this  step was  to  append  the  remainder  of  the  inter‐scFv  linker 
incorporating  the  universal  or  extended  universal  sequence  added  in  PCR  step  1.    This  step  also 
served to add a Not I restriction site 5’ of the inter‐scFv linker to allow subsequent cloning of the C‐
terminal  scFv  downstream  of  the N‐terminal  scFv  in  the  final  tandem‐scFv  clone.    The  complete 
amino acid sequences of each of the 7 inter‐scFv linkers is shown in Table 5.1. 
 
Table 5.1.  Inter‐scFv linker lengths and sequences. X= randomised amino acid. 
Linker  Amino Acid Sequence 
Linker Length 
(Residues) 
Linker 1  AAAGSG‐GASAS  11 
Linker 2  AAAGSG‐XGGGS‐GASAS  16 
Linker 3  AAAGSG‐XGGGS‐XGGGS‐GASAS  21 
Linker 4  AAAGSG‐XGGGS‐XGGGS‐XGGGS‐GASAS  26 
Linker 5  AAAGSG‐XGGGS‐XGGGS‐XGGGS‐XGGGS‐GASAS  31 
Linker 6  AAAGSG‐XGGGS‐GASAS‐EAPQNSGAPETBTEPAGSNQPAE  39 
Linker 7  AAAGSG‐XGGGS‐XGGGS‐GASAS‐EAPQNSGAPETBTEPAGSNQPAE  44 
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Polymerase chain reaction was used to complete the linker construction of the 7 anti‐TT‐Hc scFvs C1, 
C2, C4,  J2,  J4, N4  and N5.   Products  from PCR  step 1  appended with  a  standard  length universal 
annealing sequence were used as templates in a PCR reaction with the primers outlined in Table 2.4 
of Materials and Methods, to construct linkers with final lengths, in amino acid terms, of 11, 16, 21, 
26 and 31 residues.  These were termed linkers 1, 2, 3, 4 and 5 respectively.  Products from PCR step 
1 with  the extended universal annealing  sequence were used as  templates  in a PCR  reaction with 
primers  also  outlined  in  2.4  of Materials  and Methods,  to  construct  linkers with  final  lengths,  in 
amino acid terms, of 39 and 44 residues.   These were termed  linkers 6 and 7 respectively. All PCR2 
primers annealed to the universal annealing sequence annealed in PCR step 1.  Agarose gel analysis 
of PCR products clearly revealed production of fragments with estimated sizes of 1.0kbp.  Increasing 
linker length led to a reduction in mobility in agarose gel analysis.  Yield of PCR product was very low 
for reactions which appended linkers 4, 5 and 7. 
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Figure 5.13.   Illustration of PCR2 for completion of  inter‐scFv  linker construction.   Each anti‐TT‐Hc 
scFv with standard (A) or extended (B) universal annealing sequence appended 5’ in PCR step 1 was 
used as a  template  to produce  fragments with 7 possible different  linker  lengths  termed  linkers 1 
through  7.      Le=leader  sequence,  VH/VL  =  variable  heavy/light  domains  of  scFv,  Li=inter‐domain 
linker,  H=his6  tag,  M=c‐myc  tag,  pIII=  phage  pIII  gene,  U=  universal  annealing  sequence,  Ext  = 
extended segment of universal annealing sequence, L= primary segment of inter‐scFv linker. 
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Figure 5.14.   PCR based  construction of 7  inter‐scFv  linkers  for 7  anti‐TT‐Hc  scFv  clones.    Seven 
linkers were fully constructed encoding lengths of 11 (Linker 1), 16 (Linker 2), 21 (Linker 3), 26 (Linker 
4), 31 (Linker 5), 39 (Linker 6) and 44 (Linker 7) amino acid residues.  This was executed for the 7 anti‐
TT‐Hc  scFv clones C1  (A), C2  (B), C4  (C),  J2  (D),  J4  (E), N4  (F), and N5  (G).   The products are were 
analysed in a 1% agarose gel with ethidium bromide staining. M= molecular weight markers.  
 
Laser scanning densitometry was used to accurately quantify the DNA concentration  in each of the 
49  PCR2  products  (7  linkers  x  7  scFv  clones)  (Table  5.2),  after  gel  extraction  purification,  with 
reference  to  a  standard  curve  generated  from  the molecular  weight markers  (data  not  shown).  
Yields ranged from 13ng/µl for C1 with linker 4 up to 350ng/µl for C2 with linker 6. 
 
Table 5.2  PCR2 product yields.  Measured by laser scanning densitometry. 
 
Clone
[DNA] ng/μl
Linker 1 Linker 2 Linker 3 Linker 4 Linker 5 Linker 6 Linker 7
C1 192 166 102 13 26 256 55
C2 305 281 204 37 75 350 130
C4 274 264 169 33 75 253 83
J2 348 286 205 39 73 305 95
J4 174 165 83 15 49 172 62
N4 221 166 165 21 41 208 82
N5 244 205 152 22 55 253 96
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.5. Final “one‐pot” linker length ligations for construction of an anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library. 
 
A final and critical step in construction of a multi‐linker, multi‐scFv anti‐TT‐Hc tandem scFv library.  In 
this step, illustrated in Figure 5.15, the PCR2 products were pooled based on linker length.  Therefore 
each of  the 7 scFv clones C1, C2, C4,  J2,  J4, N4 and N5 were equally  represented  in each of  the 7 
linker  length pools.   The  seven  respective null‐CRAb  clones were  also pooled  such  that each  scFv 
clone was equally represented  in molar  terms.   The null‐CRAb pool and 7  linker  length pools were 
219 
 
then similarly digested and  ligated to create 7  linker‐length pools of tandem‐scFv clones, each with 
49 possible scFv combinations/permutations.   The purpose of  ligating by  linker  length pools rather 
than single “all‐in one‐pot” ligations was to avoid bias based on linker length representation caused 
by potentially differential ligation efficiencies. 
 
Quantitative measurements of the DNA concentrations of the  individual preparations of the 7 anti‐
TT‐Hc  scFv null‐CRAb  clones and of  the 49  individual PCR2 products was used  to  facilitate pooling 
such that all null‐CRAb clones were equally represented  in a single pool and all scFv clones equally 
represented in each of 7 linker length pools of PCR2 products.  Figure 5.16 exhibits the Not I + Bsm I 
digested and gel‐extracted null‐CRAb pool as well as the similarly digested and purified PCR2  linker 
length pools. 
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Figure  5.15.    “One‐pot”  linker  ligation  schematic  for  constructing  a  tandem‐scFv  library.    PCR2 
products are pooled based on linker length so that 7 pools contain equal amounts of DNA encoding 
each of the 7 anti‐TT‐Hc scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and N5 at the same linker length (B).  These 
are then ligated into a null‐CRAb pool (A) where each clone is equally represented in absolute terms.  
This creates 7 pools of tandem‐scFv  (C), each with 49 combinations and permutations of scFv with 
the same  linker  length  in each pool.   Le=leader sequence, VH/VL = variable heavy/light domains of 
scFv, Li=inter‐domain  linker, H=his6  tag, M=c‐myc  tag, pIII= phage pIII gene, U= universal annealing 
sequence  portion  of  inter‐scFv  linker,  Ext  =  extended  segment  of  inter‐scFv  linker,  L=  primary 
segment of inter‐scFv linker. 
Null CRAb
Clones /N4/N5 C1/C2/C4/J2/J4
Not I Bsm I
Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIIIUL
7 scFvs 7 scFvs
Linker 1 Pool
49 scFv Combinations
L1
Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 2 Pool
49 scFv Combinations
UL
L2
Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 3 Pool
49 scFv Combinations
L3
UL Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 4 Pool
49 scFv Combinations
L4
UL
Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 5 Pool
49 scFv Combinations
L5
UL Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 6 Pool
49 scFv Combinations
L6
ExtUL
Le VH Li VL
amp
VH Li MVL H pIII
7 scFvs 7 scFvs
Linker 7 Pool
49 scFv Combinations
L7
ExtUL
ONE POT LINKER LIGATIONS
A B
C
pCANTAB6‐(scFv clone)‐Null 
7 clone pool 
 1.0
10.0
kbp M L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7V
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.16.  Final analysis of PCR2 linker length pools and null CRAb pools prior to ligation.  A pool 
of  null‐CRAbs  with  each  of  the  7  anti‐TT‐Hc  scFv  clones  represented  equally  was  digested, 
dephosphorylated and gel extracted prior to analysis (V).   The pooled PCR2 products were digested 
similarly and gel extracted prior to analysis.  Each lane labelled L1 through L7 represents the 7 linker 
pools with increasing linker length.   
 
Each respective PCR2 linker pool was ligated into the null‐CRAb vector pool to create seven pools of 
ant‐TT‐Hc  tandem‐scFvs  based  on  linker  length.  Agarose  gel  analysis  of  the  ligation  reactions 
indicated successful  ligation  (Figure 5.17).   As well as remaining  insert bands at around 1.0kbp and 
ligated insert dimer at 2.0kbp, there were a variety of DNA fragments, in each linker library ligation, 
with a size greater than that of the digested recipient vector pool only. 
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Figure 5.17.  Seven anti‐TT‐Hc tandem‐scFv linker library ligations.  1µl of the ligation reactions was  
analysed  in a 1% agarose gel with ethidium bromide staining.   L1 through L7 represent the 7  linker 
pools. V= vector only control. M= molecular weight markers. 
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5.2.6. Characterisation of anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library 
Electrocompetent E. coli XL1‐Blue were prepared  in‐house  (Section 2.2.1.2 Materials and Methods) 
and  found  to have  a  ligation  efficiency of  1.46x108  cfu/µg of  super‐coiled  5kbp pUC DNA  control 
plasmid.    The  ligation  reactions  were  transformed  into  E.  coli  XL1‐Blue.    The  total  number  of 
transformant  colonies  is  shown  in  Table  5.3  in  comparison  to  the  theoretical  diversity  and  total 
number of possible clones.  In terms of theoretical diversity, each linker library contained 49 possible 
scFv combinations and permutations.   These were all well represented  in each  library as  judged by 
the number of transformant colonies in each case.  Representation ranged from 2041 copies in linker 
library 7 up  to 136327  copies  in  linker  library 4.   With  the  exception of  linker  library 1,  all  linker 
libraries contained linkers with between 1 and 4 NNS codons introducing amino acid diversity in the 
linker  region.   Each NNS  codon  can  result  in 32 possible  codons  (4x4x2).   This  increased  the  total 
theoretical clone diversity to levels ranging from 1568 clones in the linker libraries with 1 NNS codon 
up to 51380224 clones in linker library 5 which contains 4 NNS codons.  Thus when considering total 
clone  representation  in  the  ligated  library  transformants,  including NNS diversity,  the  range varied 
from 2 copies of each clone for linker library 7 up to 577 copies of each clone for linker library 2.  For 
linker  library 5, the total clone representation was 0.1 despite the fact that all the  ligation reaction 
was transformed.  
Table 5.3.  Theoretical and actual diversity in tandem‐scFv linker libraries.  
222 
 
scFv 
pairings
Linker NNS 
codons
Total NNS 
diversity
Theoretical 
clone total
Clones Post‐
Ligation
scFv Pairing 
Representation
Total Clone 
Representation****
% Insert
1* 49 0 0 49 1210000 24694 24693.9 99.3
2* 49 1 32 1568 905000 18469 577.2 99.1
3* 49 2 1024 50176 576000 11755 11.5 98.6
4** 49 3 32768 1605632 6680000 136327 4.2 99.4
5*** 49 4 1048576 51380224 4560000 93061 0.1 97.7
6* 49 1 32 1568 300000 6122 191.3 97.3
7* 49 2 1024 50176 100000 2041 2.0 92
Theoretical Parameters
Linker 
library
Actual Parameters and Clone Representation
 
 
 
 
 
* Single transformation of 2μl of ligation reaction 
** Multiple transformations of ligation reaction (total 10μl) 
*** Entire ligation reaction transfromed in multiple ligations (total 26μl) 
**** including NNS codon variants 
In  addition  to  the  linker  library  ligation  reactions,  the  vector  only  ligation  reaction  was  also 
transformed  into E. coli to ascertain the background  levels  in the  libraries.   The 2µl of transformed 
background ligation reaction yielded a total of 8000 transformants.  Thus the % of background clones 
was 0.7, 0.9, 1.4, 0.6, 2.3, 2.7 and 8% respectively for libraries 1 through 7 respectively. 
 
The  linker  library colonies were  scraped  from  the plates and  converted  to glycerol  stocks  for  long 
term storage at ‐80°C.  Samples of the glycerol stocks were thawed and viable clone numbers titred 
(Table 5.4).  This data was used in the experiments reported in Chapter 6, to allow a final library pool 
to be prepared such that all linker lengths (i.e. each library pool) were equally represented.   
Table 5.4.  Viable bacterial titres in linker library glycerol stocks. 
 
Linker Library
Glycerol Stock Viable Titre (CFU/ml)
Mean SE
1 1.43E+08 2.56E+07
2 1.80E+08 1.39E+07
3 2.63E+08 9.54E+06
4 7.03E+08 5.46E+07
5 2.78E+09 2.97E+08
6 1.82E+08 2.60E+07
7 2.42E+08 3.15E+07
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ten  colonies  from  each  of  the  seven  anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  linker  libraries  and  the  background 
library were  used  as  templates  in  a  colony  PCR  reaction  to  amplify  the  insert  region.   With  the 
exception of two clones from  linker  library 1 and 1 clone from  linker  library 5, all clones from the 7 
linker  libraries  resulted  in  dominantly  stained  PCR  product migrating  at  2.0kbp.    In  some  cases  a 
faintly  stained  band  was  also  observed  at  1.0kbp.    All  ten  background  clones  resulted  in  no 
detectable PCR product. 
  MM M1 2 3 54 6 8 9 107
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp 1 2 3 54 6 8 9 107
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
A B
MM M1 2 3 54 6 8 9 107 1 2 3 54 6 8 9 107
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
C D
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
1.0
2.0
5.0
10.0
kbpMM M1 2 3 54 6 8 9 107 1 2 3 54 6 8 9 107
E F
MM M1 2 3 54 6 8 9 107 1 2 3 54 6 8 9 107
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
1.0
2.0
5.0
10.0
kbp
G H
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.18.  Colony PCR linker library insert amplification.  Ten randomly selected clones (labelled 1 
through  10)  from  the  7  anti‐TT‐Hc  linker  libraries  and  from  the  vector  only  ligation  control 
background  library were used as  templates  in a cPCR  reaction  to amplify vector  insert  region. A = 
Linker library 1; B = Linker library 2; C = Linker library 3; D = Linker library 4; E = Linker library 5; F = 
Linker library 5; G = Linker library 6; H = Linker library 7.  M= molecular weight markers. 
223 
 
Two  clones  from  each  library  were  expressed  in  phage‐fusion  format  and  assayed  in  a  B‐TT‐Hc 
binding ELISA using normalised phage titres (Figure 5.19).  All clones produced binding signals higher 
than  the  corresponding background binding  signal.   However,  for a  single  clone  from each of  the 
linker libraries 4, 5, 6 and 7, the increase was not statistically significant. 
0
0.5
1
1.5
1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B 6A 6B 7A 7B H
A
bs
or
ba
nc
e 
(4
50
nm
)
Clone
B‐TT‐Hc Negative Control
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.19.  Phage‐ELISA with anti‐TT‐Hc tandem‐scFv clones.  Two clones (A and B) from each of 
the anti‐TT‐Hc scFv libraries 1 through 7 were expressed in phage fusion form and assayed by ELISA 
against biotinylated TT‐Hc.  H= helper phage control. Grey bars represent the negative avidin only 
control.  Measurements are means of triplicate signals with standard error.  All binding signals (white 
bars) were significantly higher than background (P<0.05) except 4A, 5B, 6B and 7B. 
 
Sequencing of the 14 clones assayed in Figure 5.19 indicated that they were (in N‐C orientation), C4‐
N4  (1A),  J4‐C4  (1B), N4‐J4  (2A), N4‐N4  (2B), N4‐C1  (3A), C4‐N4  (3B),  J4‐N4  (4A), N4‐N4  (4B), C4‐N4 
(5A),  J4‐C1  (5B), N4‐N4  (6A),  J4‐N4  (6B), N4‐C2  (7A) and N5‐C1  (7B).   The  full DNA and amino acid 
sequences of these clones are shown in Appendix 3.  The sequences encoding the scFv components 
of each tandem‐scFv were shown to be as expected and the linker lengths were as expected for each 
clone  with  the  respective  conserved  residues  and  randomised  residues  in  the  correct  codon 
positions.    However,  both  clones  from  linker  library  5  (clones  5A  and  5B)  did  exhibit  some 
unexpected  alterations.    For  clones  5B,  the  4th  XGGGS  repeat  prior  to  the GASAS  sequence was 
MGGRS.  This single amino acid mutation was the only alteration.  However for clones 5A, there were 
multiple alterations.   The  sequence prior  to  the  first XGGGS  repeat was  found  to be AAAGSDGSG 
rather than AAAGSG.  The first XGGGS repeat was as expected, the second was unexpectedly KDGRS, 
the  third,  EGSGS  and  the  fourth  repeat WDGGS.    Finally  the  GASAS  sequence was  found  to  be 
GASAN.  These alterations were confirmed by re‐sequencing. 
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5.3. Discussion 
 
5.3.1. Construction of an anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library 
The cloning strategy used to construct the anti‐TT‐Hc tandem‐scFv  library was developed  in our  lab 
(Wright  and  Deonarain,  2007).    It  was  originally  used  to  construct  a  tandem‐scFv  linker  library 
containing  two  anti‐lysozyme  scFvs  linked with  a  range  of  linker  lengths.    The  strategy  has  been 
adapted  here  to  allow  construction  of  a  library  containing more  than  two  scFv  components  and 
multiple inter‐scFv linker lengths. 
 
There are a multitude of examples of  rationally designed  single diabody,  single‐chain diabody and 
tandem‐scFv clones (Brusselbach et al., 1999; Helfrich et al., 1998; Kufer et al., 1997), some of which 
have been displayed on phage (Becerril et al., 1999).  An in‐depth analysis of the literature revealed 
that  reports  of  libraries  of  such  clones  to  be  very  few  and  far  between.  The  key  examples were 
reported  by McGuinness  et  al who  created  a  library  containing  different  combinations  of  anti‐2‐
phenyloxazol‐5‐one    and  anti‐digoxigenin    scFvs  isolated  from  an  immunised  phagemid  library 
(McGuinness  et  al.,  1996).    They  used  both  ligation‐mediated  assembly  and  cassette  cloning  to 
construct their  library and found that they could  isolate both monospecific and bispecific clones for 
each  antigen  respectively.    Linker  length was not  varied  in  this  library.   Work  reported by Volkel 
(2001) and Korn (2004) described construction of phagemid libraries where the linker between each 
VH/VL module was varied  in  length and composition to attempt derivation of the optimal  linker for 
expression and stability (Korn et al., 2004; Volkel et al., 2001).  Thus, this chapter describes the first 
instance of the construction of a tandem‐scFv library where both the linker length and composition is 
varied in addition to the scFv pairings. 
 
No reports were found in the literature accounting the construction of anti‐tetanus diabodies, single‐
chain diabodies or tandem‐scFv clones.  In fact the only reports of such antibody formats in the realm 
of toxin targets are evidenced  in two publications by Aubrey et al  in 2004 and 2007 which  involved 
the  construction of a monospecific bivalent diabody against a  scorpion  toxin  (Aubrey et al., 2004; 
Juste et al., 2007).  These formats of antibody have focussed on cancer therapeutics primarily taking 
either a bi‐specific approach targeting a cancer antigen and recruiting an effector function or simply 
targeting a cancer antigen in a bivalent manner (Kontermann, 2005). 
 
As pointed out by Wright  and Deonarain,  the primers used  in  the  first  PCR  step  for  appending  a 
universal annealing sequence to the 5’ of the  intended C‐terminal scFv components of the tandem‐
scFv  library, are fairly degenerate and a small set of such primers can theoretically be suitable for a 
large  range of  scFvs  (Wright and Deonarain, 2007).   This  is due  to  the conserved nature of  the 1st 
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framework region of the variable heavy domain, the first 6 codons of which are targeted by the PCR 1 
primer.  Unpublished work in our lab shows that not all 6 codons need to be complimentary between 
the PCR1 primer and the scFv VH FR1 region in order for the PCR to produce product.  Obviously, if 
they are not complimentary then the PCR will result in mutation of the non‐complimentary codons in 
the VH FR1.  However, we can assume that this would not drastically alter antigen‐binding specificity 
or affinity due  to  lack of proximity  to  the CDR  regions.    Indeed  there are  investigations  that have 
shown  VHFR1 mutations  can  alter  affinity  (higher  or  lower)  (Panka  et  al.,  1988)  and  that  VHFR1 
mutations  do  not  alter  affinity  (Toran  et  al.,  2001).    It  is  likely  that mutations  in  VHFR1  cause 
functional alterations on a case‐by‐case basis as with many approaches in antibody engineering. 
 
In  the present project,  it was decided  to design  individual PCR 1 primers  for each anti‐TT‐Hc  scFv 
clone.  This required 6 primers to be designed since the first six codons of the VH FR1 region of clones 
C2 and J2 were identical.  This decision was taken since it was deemed important that the amino acid 
sequence of  the  individual scFvs  remained completely unchanged.   One of  the overall aims of  this 
project was to characterise how individual scFv characteristics may influence phage display selections 
of  CRAbs  from  the  tandem‐scFv  library.    Therefore  it  was  important  to  ensure  the  amino  acid 
sequence of the scFv components of the  library were the  identical to the amino acid sequences of 
the clones when they were characterised, as reported in Chapters 3 and 4.  Another deviation from 
the work of Wright was  that all PCR  reactions were conducted using a high  fidelity polymerase as 
opposed  to TAQ  (Wright and Deonarain, 2007).   This was done  to minimise mutations  in  the CDRs 
which may lead to increments or decrements in binding affinity that may impede characterisation of 
the  CRAb  chelate  effect  further  downstream  in  the  overall  project.    In  order  to  prove  that  the 
synergistic  increase  in affinity gained by  the CRAb  format  is due  to  the  simultaneous and perhaps 
cooperative  binding  of  the  component  scFvs  to  distinct  epitopes,  it  is  important  to  ensure  that 
improvements  in  affinity  produced  due  to mutations  of  the  CDRs  do  not  cloud  the  CRAb  affinity 
measurement  data.    By  all means,  once  proof  of  principle  of  CRAb  selections  and mechanism  of 
binding and function has been ascertained, it would be advantageous to include low fidelity enzymes 
in  library construction since affinity gains caused by mutations  in  the CDRs  (or  framework  regions) 
would complement the affinity gains produced by the chelate effect. 
 
The site directed mutagenesis reactions carried out in this project to silently mutate the Not I site of 
the 7 anti‐TT‐Hc scFvs originally produced no product.  The reactions were conducted using primers 
that were used previously with the pHEN2 vector which bind 5’ to the Not I site extending  into the 
epitope  tag sequences.   The  reason  for using  these unconventional SDM primers was  that one set 
could  be  used  for  any  scFv  in  the  pCANTAB  or  pHEN  vectors.    In  order  to  improve  the  reaction, 
primers were designed which harboured DNA sequence flanking both sides of the point of mutation 
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thus stabilising binding to the template.  The four codons prior to the Not I site, in the VL FR4 region 
were fairly conserved between the 7 clones with only two sets of 4 codons existing.   Thus only two 
sets of primers for SDM were designed.  Use of these primers resulted in measurable levels of SDM 
product which were improved significantly by changing enzyme used to KOD.  Reaction conditions for 
PCR1 and 2 also required optimisation despite  the derivation of working conditions  in a previously 
(Wright,  2004;  Wright  and  Deonarain,  2007).    It  is  possible  that  PCR1  required  re‐optimisation 
because  the  VH  FR1  regions  varied  compared  to  those  of  the  two  anti‐lysozyme  scFvs  used  in  a 
previous project  thus altering  the optimal conditions  for primer annealing.    It was more surprising 
that PCR2 required a degree of optimisation since  the primers were degenerate and recognise  the 
universal annealing sequence appended to all scFvs in the first PCR step as was the case for the anti‐
lysozyme project.   This may be due  to more global effects  caused by using  the pCANTAB6  vector 
system as opposed to the pHEN2 vector system.  Also the different scFv sequences may have led to 
different propensity for complex denaturation.     
 
The  linkers used  in this project contained some NNS codons to  introduce a  level of diversity  in the 
linker that would perhaps reduce the likelihood of recombination events or deleterious insertions or 
deletion mediated  by  the  repetitive  nature  of  the  linker  region.    It would  also  perhaps  allow  for 
phage display based selection of an optimum linker composition in terms of expression and solubility 
as attempted previously in other systems (Korn et al., 2004; Turner et al., 1997).  It should however 
be noted that in the anti‐lysozyme investigation by Wright and Deonarain, there was no evidence of 
residue enrichment at the NNS codons (Wright and Deonarain, 2007).  A benefit of NNS codon usage 
is that universal stop codons are avoided reducing the number of redundant clones in the library but 
does still carry  the  risk of TAG codon appearance  (Barbas et al., 1992).   These amber stop codons 
allow display on phage due to ribosomal read‐through in the E. coli XL1‐Blue strain with glutamic acid 
insertion.   However a problem would  then arise when attempting  soluble expression downstream 
due  to  translational arrest at  the TAG codon  in  the HB2151  strain.   This could be circumvented  in 
interesting clones by mutagenising the TAG codon (Barderas et al., 2006).   
 
The key benefit of our linker system is that a vast range of linker lengths can be appended since the 
problems of PCR caused by repetitive modules of the linker are avoided by using the extended PCR1 
primer  set  for  longer  linkers which  incorporates  the  flexible  linker  region  from  the  E2  domain  of 
lipoyl dehydrogenase (Lengyel et al., 2008).  In the future this will be particularly beneficial for future 
studies  if CRAbs are to be developed against  larger antigens than  lysozyme or the TT‐Hc  fragment, 
where  distances  between  targeted  epitopes  may  be  longer  and  so  requiring  longer  linkers.    If 
required,  our  system  could  be  used  to  produce  linkers  longer  than  the  longest  that  has  been 
published (inter‐scFv) of 63 residues (Ren‐Heidenreich et al., 2004).   The  limitation of the nature of 
228 
 
our longer linkers in the present proof‐of‐principle study is that of consistency.  For linker libraries 1 
through 5 the basic structure of the linker is consistent with varying repeats of the XGGGS sequence 
defining  the  length  of  the  linker.    These  repeats  are  flanked  by  an  AAAGSG  sequence  to  the N‐
terminal  and  by GASAS  to  the N‐terminal.   However  for  linkers  6  and  7,  the  XGGGS  repeats  are 
flanked by AAAGSG and GASAS  followed by the  lipoyl dehydrogenase derived  linker prior to the C‐
terminal  scFv.    It  is  unclear  how  this  inconsistency may  influence  the  outcome  of  phage‐display 
selections of optimal  linker  length but  it should certainly be considered when  interpreting any data 
from  such  selections.    It  is worth noting however  that  according  to  Zhou’s  theoretical modelling, 
there will be a limit in the distance between the two targeted epitopes where the chelate effect of a 
CRAb will be diminished due to a decrement in effective concentration of the second binding moiety 
once the first is bound (Zhou, 2003).  Thus there will be a linker length beyond which there will be no 
requirement due to a lack of chelate effect and so it is possible the longer linkers will remain unused. 
 
Given  the  nature  of  the  aims  of  this  project,  the  importance  of  equally  representing  all  scFv 
combinations and permutations in the library cannot be underestimated as biases could cloud phage 
display  selections  further  downstream.    This  potential  problem  was  addressed  by  accurately 
quantifying the DNA being put  into the null‐CRAb and PCR2  linker  length pools using  laser scanning 
densitometry.    Thus  in  terms  of  the  final  library  ligations,  all  clones were  equally  represented  in 
terms of DNA molar ratios at both the N‐terminal and C‐terminal positions.  It remains unclear at this 
stage whether differential ligation efficiencies of particular scFv clones could alter the composition of 
the constructed library.  This was investigated in Chapter 6. 
 
Quite  often when  constructing  a  semi‐synthetic  or  synthetic  combinatorial  library,  the  functional 
diversity may be different  from  the desired diversity due  to  sequence  redundancy  and mutations 
caused by PCR and  gene  replication  (Benhar, 2007; Knappik et  al., 2000).   The preliminary  library 
characterisation data obtained  in  this chapter showed  that  the constructed  linker  libraries were of 
high quality  in  terms of  functionality with  fairly  low background  clone  levels.   As  indicated by  the 
vector only control, background clones consisted of re‐ligated vector with no insert.  Within each of 
the linker libraries with the exception of Library 7, the % of background clones was between 0.6 and 
2.7%.   The background re‐ligated empty vector seemed to  increase with  increasing  insert size since 
linker  libraries 5, 6  and 7  exhibited backgrounds of 2.3%, 2.7%  and 8%  suggesting  that  increased 
length  of  insert  leads  to  poorer  ligation  efficiency.    The  background  for  linker  library  7  is  still 
moderately  low.    The  stated  percentages  were  calculated  by  deriving  the  ratio  of  transformant 
colonies in the vector only control compared to the number of transformant colonies in each library 
ligation.  However, 10 colonies were randomly picked from each library and PCR used to amplify the 
insert  region.   Rather  confusingly, 2 out of 10  clones  in  linker  library 1 had no  insert despite  the 
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calculated background being only 0.7% and all clones produced  the correct  length  insert  for  linker 
library 7 which had a calculated background of 8%.   These observations are easily explained by the 
fact  that only 10  clones  from  each  library were  selected  for PCR  analysis which  is not  enough  to 
statistically  reflect  the  calculated  backgrounds.    Perhaps  if  100  clones  from  each  library  were 
analysed  for  insert  size  then  a more  accurate  picture would  be  grasped.    It was  encouraging  to 
observe  that most  analysed  clones  had  correct  insert  sizes  and  the  sequenced  clones  had  intact 
open‐reading frames with no observed mutations, insertions or deletions.   
 
From  analysis of  the  total number of  library  transformants  it was  evident  that not  all NNS  linker 
variants were  represented  in  linker  library 4 which contained  four NNS codons.   To do  so,  several 
hundred  ligations  would  have  been  required.    Perhaps  use  of  commercially  prepared  electro‐
competent cells may have improved transformation efficiency.  However, all scFv combinations (49) 
at each  linker length were represented at least 2000 times which  is key since the overall aim of the 
project was  to determine whether phage display  can  select and enrich  the  chelating  scFv pairings 
over non‐chelating and optimum linker length of said parings.  Also, as already shown, in our system, 
phage display does not seem to enrich for particular codons at NNS positions (Wright and Deonarain, 
2007). 
 
The preliminary characterisation of the constructed  linker  libraries presented  in the  last part of the 
results  in  this  chapter  studied 14  clones, 2  from each of  the 7  linker  length  libraries.   An antigen 
binding phage‐ELISA indicated that clones 4A, 5B, 6B and 7B with linker lengths of 26, 31, 39 and 44 
amino acids  respectively exhibited poor binding  signals  that were not  statistically  significant.   The 
DNA sequencing showed that all clones were  in‐frame and the scFv sequences as expected.   Clones 
5A and 5B exhibited some unexpected alterations in the inter‐scFv linker sequences and this will be 
discussed further in Chapter 6.  However it is unlikely that these would affect binding capability.  The 
phage‐samples  used  were  not  PEG  purified  or  concentrated  and  were  simply  clarified  culture 
supernatant.  It is therefore feasible to hypothesise that the low TT‐Hc binding signal for these clones 
was due  to  factors such as display  level or  toxicity  leading  to  low absolute phage  titre.   Of course, 
differences in affinity may also be attributable and it may even be a combination of these and other 
factors, although it is not possible to isolate specific factors since there are too many variables when 
using  impure  material  which  has  not  been  normalised  for  phage  titre.    The  Chapter  3  scFv 
characterisation data  indicated  that although  clone C2 was  relatively  toxic, all of  the other  clones 
used to construct the  library were of similar toxicity.    In terms of display and expression clones C1, 
N4, N5 and J4 exhibited very similar  levels which were  low compared to the other clones where as 
clones C2, C4 and J2 exhibited relatively high display levels.  Of the 4 tandem‐scFv clones exhibiting 
low binding signal in this Chapter, 3 clones contained J4 at the N‐terminus and two were actually J4‐
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N4 so  it might be said that this  is due to  low display since J4 as an scFv exhibited  low display  level.  
However a counter to this argument  is that tandem‐scFv clone 2A gave a good TT‐Hc binding signal 
but was  identified as N4‐J4 also.    It could also be argued to be an affinity effect.   Three of the  low 
signal clones were composed of non‐chelating scFv pairings.  Perhaps increasing the culture sizes and 
PEG‐precipitating the low signal clones would allow for higher and more significant binding signal to 
be measured. 
 
It  is  generally  difficult  to  do  a  complete  QA  of  a  constructed  CRAb  library.    For  example 
demonstrating  that  both  scFv  components  of  each  tandem‐scFv  are  displayed  functionally  is  a 
problem.  In the case of work conducted by McGuiness et al each component scFv was specific for a 
different  antigen  facilitating  easy  determination  of  dual  functionality  by  various  immunological 
techniques  (McGuinness  et  al.,  1996).    In  the  case  of  our  anti‐tetanus  tandem‐scFvs  both  scFv 
components  are  specific  for  the  same  antigen  molecule  making  it  more  difficult  to  prove  dual 
binding.    However,  when  Wright  and  Deonarain  originally  developed  the  cloning  strategy  for 
producing CRAb  libraries, part of  the proof‐of‐principle  analysis  involved  constructing  a bi‐specific 
tandem‐scFv  specific  for  lysozyme  and  placental  alkaline  phosphatise.    An  antigen  binding  ELISA 
against both antigens showed dual specificity (Wright, 2004; Wright and Deonarain, 2007). 
 
 
5.3.2. The future of CRAb library construction 
 
In order to ensure rapid, simple and robust  library construction  in future projects, we propose that 
the whole process could be conducted in a one‐pot approach.  Thus a panel of scFvs against a target 
of interest could be pooled immediately and then converted to null‐CRAb form.  Simultaneously the 
pool would also be used as a template for PCR steps 1 and 2.  PCR step 1 would be conducted using a 
pool of forward primers that together, are able to bind to a large range of possible VH FR1 regions in 
order  to append  the standard and extended universal sequences.   The product  from  that  reaction 
would then be used as a template with pooled PCR2 primers.  The final pool of PCR2 product would 
then be  ligated  into the null‐CRAb pool to create a single tandem‐scFv pool.   With caution noted, a 
much higher number of clones would need to be sequenced, compared to the present library, as part 
of  library  QA  to  ensure  that  all  linker  lengths  are  represented  in  the  library  since  the  one‐pot 
approach offers much  less control over  library composition compared  to  the modulatory approach 
taken here. 
 
It may also be  interesting to use  linkers that are completely synthetic.   Although their composition 
may need to be optimised to avoid PCR and stability problems. 
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CHAPTER 6 
 
Phage display selection and enrichment of CRAbs 
from a multi‐scFv, multi‐linker, anti‐TT‐Hc 
tandem scFv library 
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6.1. Introduction 
This chapter describes phage‐display based selections of anti‐TT‐Hc CRAbs from a library of tandem‐
scFv molecules  containing both hypothetically  chelating and non‐chelating  scFv pairings each with 
differential inter‐scFv linker lengths.   
 
Phage display of combinatorial antibody based  libraries has been common place since  (Clackson et 
al.,  1991; Marks  et  al.,  1991; McCafferty  et  al.,  1990).   When  optimal,  the method  selects  and 
enriches clones of the desired specificity and of high affinity for the antigen and there is an enormous 
array of selection strategies reported (Hawkins et al., 1992; Hoogenboom, 2005; Johns et al., 2000; 
Lou et al., 2001; Malmborg et al., 1996).   Solution capture is now considered conventional in phage 
display.   Often, this utilises biotinylated target protein  for phage‐antibody selection.   Paramagnetic 
beads with streptavidin attached are then used to capture the phage‐antibodies which are separated 
from the unbound phage‐antibodies by a magnet.   The solution capture approach allows control of 
multiple  parameters  that  can  influence  the  outcome  of  selections.    These  include  the  antigen 
concentration,  phage  titre  and  the  time  that  the  phage‐antibodies  and  antigen  are  allowed  to 
interact.   Other  important  factors  include binding  conditions,  antigenic oligomeric  state,  antibody 
avidity effects, washing conditions, elution conditions and quantity of cycles of phage display.   The 
quality  and  importance  of  antigenic  biotinylation  cannot  be  underestimated  and  has  particular 
relevance  in  CRAb  selections.   Over‐biotinylation  can  result  in  disruption  or masking  of  epitopes 
targeted by the CRAb component scFv molecules.   For the CRAb format, two epitopes are targeted 
and so interference of both must be avoided.   
 
A key approach to selecting and enriching the highest affinity clones from a phage‐library is to utilise 
both  thermodynamic  and  off‐rate  selections.    In  solution  capture  thermodynamic  selections,  the 
phage‐library  is  incubated with  the  biotinylated  antigen  for  a  set  period  and  then  the  antigen  is 
separated from the unbound phage and the bound phage eluted and screened (Persson et al., 2008).  
When  the  antigen  concentration  is  sufficiently  limiting  in  these  conditions  the  competition  for 
binding  is  biased  strictly  toward  the  equilibrium  association/dissociation  constants  of  the  clones 
involved.  In off‐rate based selections, after an initial period of thermodynamic selection (e.g. 1 hour 
at  room  temperature),  the  phage‐antibody  /  antigen  solution  is  spiked  with  a  molar  excess  of 
unlabelled antigen for a longer period of time ranging from several hours to days.  This approach was 
successfully used by Graff et al  to engineer an anti‐CEA scFv with a 4‐day monovalent dissociation 
half‐life  (Graff  et  al.,  2004).    In  that  time,  any  clones  with  a  faster  off‐rate,  dissociate  and  are 
sequestered by  the  excess of unlabelled  antigen  leaving  the  clones with  a  slower off‐rate  and  so 
higher affinity bound for subsequent isolation. 
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Typically, many phage‐display based approaches utilise a preliminary screening stage of cPCR  insert 
amplification of output phagemid clones followed by a BstN I digest to assess diversity (Bradbury and 
Marks, 2004; Griffiths et al., 1993).  In selection from large naïve libraries this is an important step to 
determine that over‐selection has not taken place.  Subsequently, clones may be checked for facility 
of antigen binding and expression  levels using  immunological techniques before full DNA sequence 
verification  of  clone  identity.   However,  for  screening  of  large  numbers  of  clones  from  a defined 
library in order to identify clones, DNA sequencing may become overly expensive. 
 
It was postulated by Neri and co‐workers in 1995 that it may be possible to use phage display for the 
selection of CRAbs  from a combinatorial repertoire  (Neri et al., 1995).   Wright and Deonarain took 
the  first  step  toward  this by  constructing  a phagemid  linker  library using  two  anti‐lysozyme  scFvs 
(Wright and Deonarain, 2007).  These were successfully displayed on filamentous bacteriophage and 
selections enriched for an  inter‐scFv  linker  length range of 16 to 21 amino acids agreeing with that 
rationally designed based on structural data and as predicted through mathematical modelling (Neri 
et al., 1995; Zhou, 2003).  
 
The work of Wright and Deonarain  in 2007 described the first  instance of display of a tandem‐scFv 
linker length library.  Display of tandem‐scFv and diabody libraries has also been described previously 
but these libraries were generated for the selection of specificity (McGuinness et al., 1996) or inter‐
domain  linker  composition  (Korn  et  al.,  2004) with  an  aim  of  improving  stability  and  expression 
levels.   The phage display based optimisation of  linker  length  for  a  single  chain diabody was  also 
reported  (Volkel  et  al.,  2001).    This  present work  describes  the  next  step  in  developing  a  phage 
display based method  for  isolating CRAbs by using a  library containing multiple  (more  than 2) scFv 
components and multiple linker length for each scFv pairing linker lengths. 
 
Aims and objectives 
The aims of  the work  set‐out  in  this chapter were  to  (1) develop an assay  to  identify clones  from 
phage display  selections  circumventing  the need  for DNA  sequencing  and  to  allow  screening of  a 
large number of clones, (2) conduct affinity driven phage display selections for the selection of anti‐
TT‐Hc  CRAbs,  (3)  conduct  preliminary  characterisation  of  some  selected  CRAb  clones.    We 
hypothesise  that  under  optimal  conditions,  phage  display  will  lead  to  the  enrichment  of  non‐
competing  scFv  pairings  over  competing  scFv  pairings  and  that  enriched  scFv  pairings  will  also 
contain an enriched inter‐scFv linker length. 
 
 
 
6.2 Results 
 
6.2.1 Developing an assay for screening tandem‐scFv clones in phage display selections 
In order to facilitate screening of a significant number of clones at the various stages of phage display 
it was necessary to develop a rapid, reliable and robust assay.  The key aim of such an assay was to 
initially identify the N and C terminal scFvs present within randomly selected tandem‐scFv clones. 
 
Diagnostic PCR Approach 
Firstly experiments toward developing a diagnostic PCR approach were conducted.  The principle of 
that assay was to pick random clones and subject them to 7 independent PCR reactions which each 
utilised a forward primer specific to a particular scFv clone along with a consistent backward primer 
binding in the vector backbone 3’ to the tandem‐scFv insert as illustrated in Figure 6.1.   
 
‐7 scFv Specific Primers
‐1 specific for each scFv clone
Le VH Li VL VH Li MVL H pIIIUL
FDSEQ1
‐7 PCR Reactions
‐All same template
‐All with FDSEQ1
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Randomly picked tandem‐scFv clone
‐Two reactions yield product
‐Larger band identifies N‐term scFv
‐Smaller band identified C‐term scFv
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.1.    Illustration of diagnostic PCR  for  identifying  randomly  selected  tandem‐scFv  clones.  
The principle of this assay is that clones are randomly selected and subjected to seven separate PCR 
reactions  each with  the  same  reverse  primer  (FDSEQ1)  but  each with  a  different  forward  primer 
designed  to  recognise  clone  specific  sequences  in  CDR3  regions.    In  principle,  only  two  of  the  7 
reactions would produce product.  The reaction producing the higher MW product would identify the 
N‐terminal scFv and the reaction with  the smaller MW product would  identify the C‐terminal scFv.  
For homodimeric clones (e.g. C1‐C1), one would expect only one reaction to produce product. 
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For each  tandem‐scFv  two PCR  reactions would  theoretically yield product, one with a  larger MW 
identifying the N‐terminal scFv and one with a smaller MW product  identifying the C‐terminal scFv.  
Toward this, primers were designed that recognised the least conserved codon stretches within the 
CDR3 regions of both the VH and VL domains of each of the 7 scFv clones C1, C2, C4, J2, J4, N4 and 
N5  (Table  2.5 Materials  and Methods).    Initial  PCR  using  pCANTAB6‐scFv  templates with  cognate 
primers  showed  that  all  designed primers  resulted  in  a  single product of  the  expected molecular 
weight.   This  included a 200bp  fragment  for primers annealing  in  the VLCDR3  region and a 600bp 
fragment for primers annealing in the VHCDR3 region (Figure 6.2).   
 
kbp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23M M
1.0
0.6
0.2
C1 C2 C4 J2 J4 N4 N5
 
 
 
 
 
 
Figure 6.2.  Analysis of diagnostic PCR primer function with cognate scFvs.  Primers annealing in the 
VHCDR3  region yielded products of around 600bp  in  conjunction with  the  reverse primer FDSEQ1 
(lanes 1, 2, 4, 6, 7, 9, 11, 13, 15).  Primers annealing in the VLCDR3 region yielded products of around 
200bp  in  conjunction with  the  reverse primer FDSEQ1  (lanes 3, 5, 8, 10, 12, 14 and 16).   Positive 
controls using LMB3 and FDSEQ1 which flank the scFv insert are shown in lanes 17 (C1), 18 (C2), 19 
(C4), 20 (J2), 21 (J4), 22 (N4), 23 (N5).  Negative controls (not shown) using primers only or template 
only, yielded no product (data not shown). M=molecular weight markers. 
 
Unfortunately, with the exception of primer C4VLCDR3FOR which recognised a sequence within the 
VL CDR3  region of  scFv C4, all VHCDR3 and VLCDR3 binding primers  for all clones were extremely 
unfaithful  resulting  in a variety of PCR products with other scFvs  in addition  to  their cognate scFv.  
Figure  6.3  highlights  this  primer  promiscuity  for  a  selection  of  the  primers.    Optimisation  of 
magnesium  concentration  and  annealing  temperature  did  not  improve  specificity  for  cognate 
template (data not shown). 
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  M M M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C1 C2
C4 J2
J4 N4
N5
kbp
1.0
0.6
0.2
1.0
0.6
0.2
1.0
0.6
0.2
1.0
0.6
0.2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.3.  PCR to test diagnostic PCR primer specificity.  11 of the CDR3 specific primers and LMB3 
(positive –  lane 11) were  tested against each of  the possible scFv  templates.   As can be seen each 
primer produces product from more than one scFv template  indicating a  lack of desired specificity. 
M= molecular weight markers.    
 
 
PCR and Diagnostic Digest Approach 
An alternative approach is illustrated in Figure 6.4.  Essentially a randomly selected clone is subjected 
to three PCR reactions.   The first amplifies the N‐terminal scFv, the second amplifies the C‐terminal 
scFv and the third amplifies the entire tandem‐scFv  insert.   The N and C‐terminal scFv amplification 
products are then digested with BstN  I to  identify the scFv present.   Due to similarity between the 
RFLP patterns of clones C1 and C4, the amplified whole tandem‐scFv insert is digested with Sma I and 
Asc I.  Sma I cuts C1 but not C4 thus allowing differentiation between the clones.  Asc I digests in the 
extended  linker  region  thus allowing us  to determine whether a given scFv pairing  is  linked with a 
linker of 39 and 44 amino acids (containing extension sequence) or whether the scFv pairing is linked 
with a  linker without  the extension sequence which  includes  the 11, 16, 21, 26 and 31 amino acid 
linkers.   
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Figure  6.4.    Illustration  of  a  PCR‐Digest  assay  for  screening  phage‐display  tandem‐scFv  clones.  
Small monoclonal overnight cultures are used as  templates  in  three PCR  reactions  for each  tested 
clone  to  identify  the  component  scFvs  of  tandem  scFv  constructs.    Primers  P1  +  P2 
(PCANTABLEADFOR + AAAGSGBACK) and P3 + P4 (UNIF + HISBACK) are used to amplify the N and C‐
terminal component scFvs respectively from the phagemid tandem‐scFv vector.  Each of these is then 
subject to digestion with BstN I and the reaction mixture resolved on a 3% Nusieve gel to allow clone 
identification.  A third PCR reaction with primers P5 + P6 (LMB3 + FDSEQ1) was used to amplify the 
tandem‐scFv insert which was digested with Asc I + Sma I to simultaneously allow full discrimination 
between clones C1 and C4 and long or short inter‐scFv linkers. 
 
 
The  5’  primer  (PCANTABLEADFOR)  used  to  amplify  the  N‐terminal  scFv  anneals  in  the  leader 
sequence and 3 ‘ primer anneals in the initial part of the linker common to all clones, which encodes 
the AAAGSG residues (AAAGSGBACK).  For amplification of the C‐terminal scFv, the 5’ primer binds to 
the universal annealing sequence present in all clones which encodes GASAS (UNIF) and the 3’ primer 
binds  to the his6 tag sequence  (HISBACK).   The primer sequences are shown  in Table 2.6 Materials 
and Methods.   Due to the fact that the amplification products are flanked with different sequences 
depending on  the N or C‐terminal position, control Bst NI digests were carried out  for each of  the 
seven  scFv  clones  for  both N  and  C‐terminal  positioning.   Obviously,  it was  not  possible  to  pick 
templates for the control experiments from the constructed tandem‐scFv library as this was a pool of 
clones. 
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For  the  N‐terminal  controls,  the  7  null‐CRAbs  (pCANTAB6‐C1‐Null,  C2‐Null  etc.)  were  used  as 
templates  in a PCR with PCANTABLEADFOR and AAAGSGBACK.   The amplified 800bp products were 
then digested with BstN  I  (Figure 6.5A) which  clearly discriminates between  all 7  clones with  the 
exception of clones C1 and C4.   For these clones there  is a subtle difference.   For C4, the fragment 
migrating at around 100bp  is slightly  larger than a band migrating around 100bp for C1.   Also both 
clones exhibit a band migrating below  the 100bp marker and  for C4 this appears to be of a higher 
MW.    For  the  C‐terminal  controls,  products  from  PCR1  of  the  cloning  strategy  were  used  as 
templates.    The  universal GASAS  sequence  is  directly  prior  to  the  C‐terminal  scFv  VH  domain  in 
tandem‐scFvs with  linkers not containing  the extension  sequence.   However  in clones with  the 39 
and 44 amino acid  linkers,  the GASAS  sequence  is prior  to  the extension  sequence, which  is  itself 
prior  to  the  VH  domain  of  the  C‐terminal  scFv.    Thus  for  each  of  the  7  scFv  clones  control 
experiments were performed with and without the extended sequence present (Figure 6.5B).  Apart 
from similarities  in the digests of C1 and C4, the RFLP patterns clearly distinguish between the scFv 
clones and in most cases between presence and absence of the extended linker sequence.  Although 
the digest for J4 with and without the extended linker sequence were very similar. 
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Figure 6.5.   Control BstN  I digests for  identifying scFvs  in tandem‐scFv clones.   (A) BstN  I RFLP for 
the 7 anti‐TT‐Hc scFvs  in the context of N‐terminal tandem‐scFv  location.   (B) BstN  I RFLP for the 7 
anti‐TT‐Hc scFv scFvs  in the context of C‐terminal tandem‐scFv  location without (S) and with (L) the 
extended  linker sequence  interspersing  the GASAS  sequence and VH domain. M=molecular weight 
markers. 
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The third stage in the tandem‐scFv screening assay involves amplifying the whole tandem‐scFv insert 
with primers  LMB3 and FDSEQ1  to produce a product of around 1.8kbp and  subsequently double 
digesting it with Sma I and Asc I.  There is a Sma I site present in the VL domain of scFvs C1 and C2 
only  (C1  and  C2  have  identical  VL  domains).    There  is  a  unique Asc  I  site  in  the  extended  linker 
sequence present in inter‐scFv linkers of 39 and 44 amino acids.  Thus there are 8 possible outcomes 
from the double Sma I / Asc I digest.  Thus if we represent C1 or C2 with the letter “X” and the other 
5  clones with  the  letter  “Y”,  linkers without  the  extension  sequence  as  “S”  and  linkers with  the 
extension sequence ”L” then we have the following possibilities which correspond to lanes in Figure 
6.6. 
 
(1) Y‐L‐Y  (single cut  in  inter‐scFv  linker) – yields  two similar sized bands migrating around 0.8 / 1.0 
kbp 
 
(2) Y‐S‐Y (no cuts with either Sma I or Asc I) – product remains at 1.8kbp as whole tandem‐scFv. 
 
(3) X‐S‐Y (single cut in VL domain of N‐terminal scFv) yields doublet at around 0.8 /1.0 kbp 
 
(4) X‐L‐Y (double cut, one in VL of N‐term scFv and one in inter‐scFv linker) – yields tight doublet at 
0.8 / 1.0Kbp and smaller 200bp band 
 
(5)  Y‐S‐X  (single  cut  in  VL  domain  of  C‐terminal  scFv)  yields  1.6kbp  fragment  and  small  <200bp 
fragment. 
 
(6)  Y‐L‐X  (double  cut,  one  in  inter‐scFv  linker  and  one  in  VL  domain  of  C‐term  scFv)  yields wide 
doublet at 0.6 / 1.0kbp and smaller band <200bp. 
 
(7) X‐S‐X (double cut, one in both the N‐term and C‐term VL domain) yields two similar sized bands at 
around 0.8 / 1.0kbp and a smaller band at around 200bp. 
 
(8) X‐L‐X (triple cut, one in both the N‐term and C‐term VL domain and in inter‐scFv linker) yields two 
similar sized larger fragments and two similar sized smaller fragments. 
 
It was not possible  to produce control digests  for comparison during  the actual screening because 
the  tandem‐scFvs were  as  a pool  rather  than  as monoclones.   However during  the phage display 
screening  (Section 6.2.3)  it was possible  to  interpret  the Sma  I / Asc  I digests by cross‐interpreting 
them  with  the  respective  BstN  I  fingerprinting  and  by  bearing  in mind  the  8  theoretical  digest 
outcomes described  above.    Figure 6.6  shows  examples of  the 8 possible digest outcomes,  taken 
from  the phage display  screening described  in  Section 6.2.3. Thus  this  third  step  in  the  screening 
assay  allows  one  to  distinguish  between  C1  and  C4  (which  result  in  similar  BstN  I  digests)  and 
whether a clone has an inter‐scFv linker with or without the extended sequence. 
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Figure 6.6.  Double Sma I / Asc I digest for screening tandem‐scFv clones.  This digests complements 
the BstN I digests stage of the assay shown in Figure 6.5.  Tandem‐scFv insert is amplified using PCR 
and double digested with Sma I and Asc I.  Sma I cuts once in C1 and C2 VL domains and Asc I cuts in 
the  extended  linker  sequence.    Where  X=C1/C2,  Y=all  other  clones,  S=non‐extended  linker  and 
L=extended linker, then each lane corresponds to double digest of (1) Y‐L‐Y, (2) Y‐S‐Y , (3) X‐S‐Y, (4) X‐
L‐Y, (4) X‐L‐Y, (5) Y‐S‐X, (6) Y‐L‐X, (7) X‐S‐X, (8) X‐L‐X. M= molecular weight markers. 
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6.2.2 Phage display selection of CRAbs 
Phage display was used to select anti‐TT‐Hc CRAbs and the screening strategy described above used 
to determine which scFv pairings were enriched during the process.   The overall approach taken  in 
the phage display experiments  is outlined  in Figure 6.7.   Helper phage were produced  in‐house for 
use during this work and were found to have an infective titre of 3.8x1011 PFU/ml. 
Anti‐TT‐Hc 
tandem‐scFv 
library
Titrate B‐TT‐Hc
(RANGE)
5xPBS‐T; 5xPBS
Series 1 Selections
500pM B‐TT‐Hc
10xPBS‐T
10xPBS
Analyse output
1nM B‐TT‐Hc
10xPBS‐T
10xPBS
50pM B‐TT‐Hc
10xPBS‐T
10xPBS
Off‐rate selections
Analyse output
Analyse input
Series 2 Selections
Produce
Input Phage
Produce
Input Phage
Produce
Input Phage
Produce
Input Phage
 
Figure 6.7.  Scheme for phage display based CRAb selections and subsequent analyses.  The linker 
pooled anti‐TT‐Hc tandem‐scFv library was used to produce input phage for two series of selections.  
The  first  consisted  of  two  sequential  thermodynamic  selections  using  B‐TT‐Hc.    The  first  round 
selection used a range of B‐TT‐Hc concentrations from 500fM to 50nM.  The second round utilised a 
B‐TT‐Hc  concentration  of  1nM.    The  second  series  of  selections  consisted  of  a  first  round 
thermodynamic selection at 500pM B‐TT‐Hc followed by an off‐rate selection using an initial 50pM B‐
TT‐Hc which was supplemented with a 100‐fold molar excess of TT‐Hc and left for 5.5 hours.  Analysis 
points are indicated.  PBS‐T = phosphate buffered saline + 0.1% Tween‐20 
 
Using  the  information  in Table 5.4 of Chapter 5  regarding  the absolute number of viable clones  in 
each  Individual  linker  libraries,  each  library was pooled  to  create  a  single  anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv 
library.     The  final pool  theoretically  contained 2.28x107 copies of each  linker  length and 4.65x105 
copies of each of  the 49 possible  scFv pairings within each  linker  length.   Thus  a  total of 1.6x108 
library clones were inoculated into fresh media and Series One Round 1 (S1R1) input phage produced 
as described  in Materials and Methods Section 2.2.5.2.   After  super‐infection with helper phage a 
check of  the  ratio of  resistant  colonies  in  the presence of Kanamycin+Carbenicillin  to Carbenicillin 
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alone produced a ratio of 1:4 showing a good level of super‐infection.  The purified S1R1 input phage 
was  titred.    Spectrophotometric  measurements  revealed  a  total  phage  titre  of  approximately 
3.267x1011 particles/ml.   A measurement of  infective phage particles  revealed a  titre of 2.17x1011 
PFU/ml.  A total of 1x1011 input phage particles were used in seven parallel Round 1 selections using 
6 concentrations of B‐TT‐Hc including 50nM, 5nM, 500pM, 50pM, 5pM and 500fM and a zero antigen 
control (Figure 6.8).  As indicated, the ratio of output phage from antigen experiments to background 
(no antigen) was at least 10‐fold above background for concentrations of 5 and 50nM B‐TT‐Hc and 3‐
fold above background for 500pM.  For the remaining concentration of B‐TT‐Hc, there was no output 
above background.   For the 5nM output which gave an output:background ratio of 13:1, a total of 
1.46x108 phage particles were eluted which represents approximately 0.15% of the input phage.   
 
A glycerol stock of the S1R1 output clones from the 5nM B‐TT‐Hc selections was used to inoculate a 
culture for production of Round 2 (S1R2) input phage.  After helper phage super‐infection the ratio of 
colonies resistant to kanamycin+carbenicillin to carbenicillin alone was 1:5 once again showing good 
levels of super‐infection.  The purified S1R2 input phage had an absolute titre of 3.2x1013 particles/ml 
and  infective  titre of 3x1011 PFU/ml.   Using 1x1011 phage particles, a  selection  step was executed 
using 1nM B‐TT‐Hc.   A total of 2.62x108  infective phage particles were eluted and 1.4x105  infective 
particles in the zero antigen control.  Thus a signal:noise ratio of 1871:1 was observed and the eluted 
phage represented 0.26% of the input phage. 
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Figure 6.8.  Series 1 Round 1 Phage Display Selections with Titrated TT‐Hc.  Selections from the anti‐
TT‐Hc tandem‐scFv library were conducted at a range of B‐TT‐Hc concentrations and the number of 
phage particles in the respective eluates titred.  Fold titres above background are indicated for 50nM, 
5nM and 0.5nM B‐TT‐Hc selections. 
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The  linker‐pooled  anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  library was  used  to  produce  input  phage  for  a  second 
series of  selections.   The  first  round  (S2R1)  input phages were  found  to have an absolute  titre of 
1.1x1013 particles/ml and an infective titre of 1.9x1011 PFU/ml.  Using 1x1011 infective phage particles, 
S2R1 selection was performed at a B‐TT‐Hc concentration of 500pM and stringent washes of 10xPBS‐
Tween  and  10xPBS.    A  total  of  2.86x106  infective  phage  particles  were  eluted  along  with  3130 
infective  background  phage  particles  from  the  zero  antigen  control.    The  selection  exhibited  a 
signal:noise ratio of 914:1.   The eluted phage represented 0.003% of the  input phage.   Input phage 
for  the  second  round  (S2R2) were  generated  using  an  innoculum  from  round  1  output  pool  and 
found to have an absolute titre of 3x1013 particles/ml and infective titre of 1.14x1012 PFU/ml.  Using 
1x1011 phage particles, an off‐rate selection was conducted.   The phage were  incubated with 50pM 
B‐TT‐Hc for 2 hours and the mixture was spiked with a 100‐fold molar excess of non‐biotinylated TT‐
Hc with a subsequent 5.5 hours off‐rate selections.  A total of 7.9x105 infective phage particles were 
eluted from the experimental sample and 2.4x104 from the background control.   This equated to a 
33:1 signal to noise ratio and the eluted phage from the experimental sample represented 7.91x10‐6 
% of the  input phage particles.   Input phage from both series of selections was checked for binding 
capability  to  B‐TT‐Hc  by  ELISA  (Figure  6.9).    This  was  observed  in  all  cases  with  no  significant 
differences between input samples for each round. 
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Figure 6.9.   Input phage antigen binding ELISA.   TT‐Hc binding activity within the  input phage from 
each of  the  two  rounds of  selections  from both  series 1 and 2  (S1R1, S1R2, S2R1 and S2R2) were 
measured by phage‐ELISA using avidin captured B‐TT‐Hc.   Background controls  in the absence of B‐
TT‐Hc are shown.  Each data point is a mean from triplicate measurements with standard error. 
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6.2.3 Analysis of phage display CRAb selections 
The assay developed and described in 6.2.1 was used to analyse 96‐clones from each of the 7 stages 
of the phage display selections (672 clones total).   This  included the constructed  library, S1R1  input 
phage, S2R1 input phage and the output phage from the S1R1, S1R2, S2R1 and S2R2 selections.  For 
the S1R1 selections which were conducted at more  than one antigen concentration, only  the 5nM 
output was analysed.   Figures 6.10, 6.11 and 6.12 exemplify the assay as shown for 24 clones from 
the 96 randomly selected S1R1 input phage.   
 
Nineteen out of the 24 clones yielded an 800bp product corresponding to scFv size when amplified 
with  primers  PCANTABLEADFOR  and AAAGSGBACK, designed  to  amplify  the N‐terminal  scFv  from 
tandem‐scFv clones  (data not shown).   Clones 2, 5, 6, 16 and 23 did not yield PCR product.   When 
digested with BstN  I (Figure 6.10A) the N‐terminal scFvs were  identified as C1 (clone 22), C2 (clone 
13), C4 (clones 1, 3, 8, 10, 12, 14, 17, 19, 21 and 24), J2 (clones 15 and 20), J4 (clone 9), N4 (clones 4 
and  11)  and  N5  (clones  7  and  18).    Twenty  out  of  the  24  clones  yielded  an  800bp  product 
corresponding to scFv size when amplified with primers UNIF and HISBACK, designed to amplify the 
C‐terminal scFv from tandem‐scFv clones (data not shown).  Clones 2, 5, 16 and 23 did not yield PCR 
product.  When digested with BstN I (Figure 6.10B) the C‐terminal scFvs were identified as C1 (clone 
17), C2 (clones 1 and 7), C4 (clones 6, 10 and 22), J2 (clones 3, 11, 20 and 24), J4 (clones 9, 12 and 
14), N4 (clones 4, 13, 15, 18, 19 and 21) and N5 (clone 8).  
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Figure 6.10.  BstN I analysis of the 24 tandem‐scFv clones from S1R1‐Input phage.  The N‐terminal 
(A)and C‐terminal (B) scFvs were amplified from 24 randomly selected S1R1‐input phage clones and 
digested with BstN I.  Clones are labelled 1 through 24. M=molecular weight marker. 
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Figure 6.11A indicates that all 24 clones yielded a PCR product migrating between the 1.5 and 2.0kbp 
markers corresponding  to  tandem‐scFv size  insert when amplified with primers LMB3 and FDSEQ1 
which bind to vector backbone flanking the total insert region of the phagemid vector.  As described 
in 6.2.1, digestion of the tandem‐scFv inserts with Asc I and Sma I allows discrimination between the 
presence of clones C1 and C4 which give similar BstN I digests and between clones with long or short 
inter‐scFv  linkers.   As  shown  in  Figure 6.11B  the  analysis  confirmed  the presence of C1  at  the N‐
terminal  position  of  clone  22  and  at  the  C‐terminal  position  of  clone  17.    The  data  also  allowed 
elucidation that clones 4, 8, 11, 13, 18 and 20 contained an extended length linker (39 and 44 amino 
acid residues) and the remaining clones contained shorter linkers.  Clones 2, 5, 6, 16 and 23 were not 
included in that analysis since they did not produce scFv sized inserts when amplified in one or both 
of the N‐terminal and C‐terminal scFv amplification reactions. 
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Figure  6.11.    Sma  I  +  Asc  I  for  gross  linker  length  verification  and  C1/C4  discrimination  for  24 
tandem‐scFv  clones  from S1R1‐input phage.   Tandem‐scFv  inserts were amplified by PCR  (A) and 
subjected to double digest with Sma I + Asc I (B). M=molecular weight markers. 
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The analysis described was conducted on 72 further clones from the S1R1‐input phage as well as 96 
clones  from each of  the constructed  library  (prior  to phage production), S2R1‐input phage and  the 
output  phage  from  the  S1R1,  S1R2,  S2R1  and  S2R2  selections.    For  purposes  of  clarity  and 
conciseness the gels showing the PCR products and digests of the remaining samples are not shown.  
However the data has been summarised and is described below.   
 
Figure 6.12 shows the  full analysis of the constructed  library prior to  input phage production.   The 
data is presented in terms of scFv combination regardless of permutation.  For example the entry for 
“C2‐J4”  in  the  pie  chart  accounts  for  the  clones  C2‐J4  and  J4‐C2  in  terms  of  N  and  C  terminal 
orientations.   Thus  there are 28 possible combinations which  should each have been  theoretically 
present at 3.8% of  the  library.   The analysis of combinations shown  in Figure 6.12A appears  to be 
fairly uniform with no strong biases to a particular combination.   The most dominant combinations 
were J4‐N4 (10%) and C4‐N4 (9%).  Clone combinations C1‐C1, C1‐C2, C1‐J2, C2‐C2, C2‐C4, C4‐C4 and 
J2‐J2 were not detected.  The remaining 19 combinations were present in percentages ranging from 
1 to 8%.   Figure 6.12B summarises the  frequency of clones occurring at both the N and C‐terminal 
positions of the 96 sampled clones.  As can be seen, there was a modest bias toward the presence of 
clones C4 and N4 at the N‐terminal position of the tandem‐scFvs present  in the constructed  library 
with numbers at approximately double the theoretically expected.  At the C‐terminal positions there 
was a bias toward J4 and N4 with numbers approximately double that expected.  The proportion of 
hypothetically  chelating  scFv  pairings  present  was  36%.    One  would  theoretically  expect  29% 
chelating scFv pairings.  Nine of the ninety‐six clones did not yield PCR product when amplifying the 
N and C‐terminal scFvs.  
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Figure  6.12.    Analysis  of  constructed  anti‐TT‐Hc  tandem  scFv  library  prior  to  input  phage 
production.  The assay illustrated in Figure 6.1 was used to determine the percentage distribution of 
scFv  combinations within  the  library  (A)  and  the  frequency  of  scFv  clones  at  both  the N  and  C‐
terminal positions (B).  X= not measurable. 
 
An analysis of the  input phage produced  for Series 1 Round 1 selections  (Figure 6.13) showed that 
generally,  that moderate diversity remained  in comparison  to  the constructed  library.    In  fact with 
the  exception  of  clone  combinations  J2‐N5,  C2‐J2,  C2‐C2,  C1‐J4,  C1‐C1  and  C1‐C2,  all  clone 
combinations were represented  from between 1 and 8%  (Figure 6.13A).   However the presence of 
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C4‐N4  and  C4‐J4  combinations  increased  to  15%  and  13%  respectively  from  10%  and  9%  in  the 
constructed library.  The number of clones resulting in no scFv PCR products doubled from 10 to 20 
out  of  96.    Analysis  of  scFv  clone  frequency  at  the  N‐  and  C‐terminal  positions  (Figure  6.13B) 
indicated an  increased bias of C4 clones at the N‐terminus to approximately 3x the expected  level.  
Hypothetically chelating scFv pairing clones were found to be at 43%. 
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Figure 6.13.  Analysis of S1R1 input phage.  The assay illustrated in Figure 6.1 was used to determine 
the percentage distribution of scFv combinations within the S1R1 input phage (A) and the frequency 
of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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An analysis of the output phage from the S1R1 5nM B‐TT‐Hc selection showed that the percentage of 
hypothetically  chelating  scFv  pairings  present  had  increased  to  69%.    An  analysis  of  the  scFv 
combinations present in the output clones (Figure 6.14A) most notably showed an increase in levels 
of  C4‐N4,  C4‐J4  and  C4‐N5  from  15%,  13%  and  7%  to  30%,  18%  and  16%  respectively  but  C4‐J2 
reducing  from 7%  to 3%.   With  the exception of  clone C1‐C4 which was present at 13%, all other 
clone combinations reduced to below 3%.  An analysis of the frequency of scFv clones at the N and C‐
terminal positions  (Figure 6.14B)  showed  that C4 was  the most dominant  clone at  the N‐terminal 
position present  in 77 of 96 clones compared  to 39 of 96  in  the  input phage.   Only 2 of 96 clones 
yielded no scFv PCR product. 
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Figure  6.14.    Analysis  of  S1R1  output  phage.    The  assay  illustrated  in  Figure  6.1  was  used  to 
determine  the percentage distribution of scFv combinations within  the S1R1 output phage  (A) and 
the frequency of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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An analysis of the output phage from the S1R2 1nM B‐TT‐Hc selection showed that the percentage of 
hypothetically  chelating  scFv  pairings  present  had  increased  to  73%.    An  analysis  of  the  scFv 
combinations present in the output clones (Figure 6.15A) showed levels of C4‐N4, C4‐J4 and C4‐N5 at 
34%, 15% and 17%, similar to that of the S1R1 output.  Clone combination C4‐J2 was present at only 
1%.   With  the  exception  of  clone  C1‐C4 which was  present  at  11%,  all  other  clone  combinations 
reduced to below 5%.  An analysis of the frequency of scFv clones at the N and C‐terminal positions 
(Figure 6.15B) produced very similar findings to that of the S1R1 output analysis.  Only 3 of 96 clones 
yielded no scFv PCR products.  
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Figure  6.15.    Analysis  of  S1R2  output  phage.    The  assay  illustrated  in  Figure  6.1  was  used  to 
determine  the percentage distribution of scFv combinations within  the S1R2 output phage  (A) and 
the frequency of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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An analysis of the  input phage produced  for Series 2 Round 1 selections  (Figure 6.16) showed that 
generally, moderate diversity remained in comparison to the constructed library and the phage were 
very comparable to the input phage produced for Series 1 Round 1 selections.  With the exception of 
clone combinations J2‐N5, C2‐C2, C1‐J4, C1‐C1, C1‐C2, C1‐N5 and N5‐N5 all clone combinations were 
represented from between 1 and 9% (Figure 6.16A).   Clone combination C4‐N4 was present at 12% 
compared to 9% in the constructed library.  The number of clones resulting in no scFv PCR products 
tripled from 10 to 30 out of 96 compared to the constructed library.  Analysis of scFv clone frequency 
at the N‐ and C‐terminal positions (Figure 6.16B)  indicated an  increased bias of C4 clones at the N‐
terminus to approximately 2.5x the expected level.  Hypothetically chelating scFv pairing clones were 
found to be at 47%. 
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Figure 6.16.  Analysis of S2R1 input phage.  The assay illustrated in Figure 6.1 was used to determine 
the percentage distribution of scFv combinations within the S2R1 input phage (A) and the frequency 
of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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An analysis of the output phage from the S2R1 500pM B‐TT‐Hc selection showed that the percentage 
of  hypothetically  chelating  scFv  pairings  present  had  increased  to  89%.    An  analysis  of  the  scFv 
combinations present in the output clones (Figure 6.17A) most notably showed an increase in levels 
of  C4‐N4,  C4‐J4  and  C4‐N5  from  12%,  9%  and  9%  to  37%,  23%  and  23%  respectively  but  C4‐J2 
reduced  from 9%  to 1%.   All other  clone  combinations  reduced  to below 3%.   An  analysis of  the 
frequency of scFv clones at  the N and C‐terminal positions  (Figure 6.17B) showed  that C4 was  the 
most dominant clone at the N‐terminal position present in 76 of 96 clones compared to 30 of 96 in 
the input phage.  Only 3 of 96 clones yielded no scFv PCR product. 
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Figure  6.17.    Analysis  of  S2R1  output  phage.    The  assay  illustrated  in  Figure  6.1  was  used  to 
determine  the percentage distribution of scFv combinations within  the S2R1 output phage  (A) and 
the frequency of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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An  analysis of  the output phage  from  the  S2R2 50pM B‐TT‐Hc off‐rate  selection  showed  that  the 
percentage of hypothetically chelating scFv pairings present had increased to 91%.  An analysis of the 
scFv combinations present  in the output clones  (Figure 6.18A) most notably showed an  increase  in 
the presence of C1‐J4 and C1‐J2 to 14% and 11% from levels of 0% and 1.5% in the S2R1 output.  This 
was evidenced  further by an  increase  in  the number of  clones with C1 at  the C‐terminal position 
(Figure  6.18B) which  increased  from  7  clones  in  the  S2R1 output  to  30  in  the  S2R2 output.    The 
prevalence of clones C4‐N4, C4‐N5 and C4‐J4 decreased to 25%, 25% and 11% compared to the S2R1‐
output.   C4‐J2 was at 0%.   All other clones were present at  less than 5%.   Out of 96 clones, 8 were 
present with no insert. 
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Figure  6.18.    Analysis  of  S2R2  output  phage.    The  assay  illustrated  in  Figure  6.1  was  used  to 
determine  the percentage distribution of scFv combinations within  the S2R2 output phage  (A) and 
the frequency of scFv clones at both the N and C‐terminal positions (B).  X= not measurable. 
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The  analysis  so  far has  considered  scFv  combination  regardless of permutation.    I.e.  “C4‐N4” has 
been regarded as either “C4‐N4” or “N4‐C4”  in terms of N‐ and C‐terminal orientation.    It  is worth 
only considering permutation  in  the most dominant clone combinations.   Thus when analysing  the 
“C4‐N4” combination it was observed that 84% of clones harboured C4 at the N‐terminal and N4 at 
the C‐terminal in the input phage (total of Series 1 and Series 2 round 1 input).  In the S1R1‐output 
93% of C4‐N4 clones had C4 at the N‐terminus and 81% in the S1R2 output.  In the S2R1 output, 85% 
of C4‐N4 combination clones exhibited C4 at the N‐terminus.  Interestingly, in the S2R2‐output, only 
32% of the C4‐N4 combination clones harboured C4 at the N‐terminus.  A similar analysis of the next 
most  dominant  clone  throughout  the  selections  ‐  the  C4‐N5  combination,  showed  that  C4  was 
present at the N‐terminus  in greater than 80% of the clones assayed and this did not change  in the 
S2R2‐output in contrast to the C4‐N4 combination.  In the cases of the C1‐J4 and C1‐J2 combination 
clones that appeared in the S2‐R2 output, C1 was at the C‐terminal location in the majority of clones.  
 
Figure 6.19 summarises the results of the chelating vs competing scFv pairing analysis which shows 
that  in  the  constructed  library  and  input  phage  derived  from  it,  the  %  of  tandem‐scFv  clones 
containing hypothetically chelating scFv pairings was between 35% and 45% which  rose  to around 
70%  in both  the output  rounds  from  the Series 1  selections and up  to around 90%  in  two  rounds 
conducted in the Series 2 selections. 
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Figure  6.19.    Chelating  vs  competing  scFv  pairings  in  phage  display  CRAb  selections.    The  scFv 
pairing  types are  summarised  for each  stage of  the display and  selection process  including at  the 
constructed  library  level,  the  round 1  input phage  level  (S1R1‐In and S2R1‐In) and  the  four output 
stage levels (S1R1‐Out, S1R2‐Out, S2R1‐Out, S2R2‐Out).   
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The assay used to derive data thus far also allowed discrimination between  long  (39 and 44 amino 
acid residues) and short (11, 16, 21, 26 and 31 amino acid residues) inter‐scFv linkers.  This analysis 
was  performed  and  is  summarised  for  each  stage  of  the  phage  display  selections  in  Figure  6.20.  
Assuming equal distribution of linker lengths, the expected prevalence of short to long linkers in the 
constructed  library  is  71%  compared  to  29%  respectively.    The  actual  linker  prevalence  in  the 
constructed library was extremely similar to the expected distribution and there were no significant 
deviations  to  this  in  either  the  S1R1  or  S2R1  input  phage  or  the  S1R1  or  S2R1  output  phage.  
However, in the S1R2 and S2R2 output phage populations, the longer linkers dominated at between 
60 and 70% prevalence. 
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Figure 6.20.  Analysis of gross linker length prevalence.   The number of short (11, 16, 21, 26 and 31 
amino acid residues) and long (39 and 44 amino acid residues) inter‐scFv linkers was measured in 96 
clones at 7 stages of the CRAb phage display selections. 
 
In order to determine whether phage display would enrich for an optimal linker length within a given 
scFv pairing, the most dominant clone C4‐N4 was  investigated further.   All C4‐N4 clones with C4 at 
the  N‐terminal  position  underwent  DNA  sequencing  of  the  linker  region  to  determine  the  exact 
length.  Figure 6.21A through 6.21E shows the distribution of linker lengths for C4‐N4 clones from the 
initial input phage (considered as a total pool from both selection Series) and the four sets of output 
phage.    One  would  theoretically  expect  to  observe  14%  of  clones  at  each  linker  length  in  the 
constructed library.  There were no significant deviations from this.  The sequencing data from all the 
C4‐N4  clones  at  each  stage  of  phage  display  was  then  used  to  analyse  inter‐scFv  linker  length 
enrichment  (Figure 6.21). There  seemed  to be  a bi‐modal distribution of  linker  lengths  in  all  four 
outputs with a depression in frequency at linker lengths of 26 and 31 amino acid residues.   
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Figure 6.21.  C4‐N4 linker length analysis.  C4‐N4 clones from various stages of the CRAb phage 
display selections were subjected to sequencing of the inter‐scFv linker region for linker length 
elucidation.  (A) Input clones; (B) S1R1‐Output clones, (C) S1R2‐Output clones, (D) S2R1‐Output 
clones, (E) S2R2‐Output clones. 
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The  sequences of  the C4  and N4  scFv  components within  all  the C4‐N4  clones were  as  expected 
agreeing with the sequences in Appendix 2.  Generally, the sequences of the inter‐scFv linkers were 
in  as  expected  according  to  Table  5.1  of  Chapter  5,  with  the  correct  conserved  residues  and 
randomised residues located appropriately.  An exception to this was seen with 8 clones with linker 5 
(31 amino acids) and 1 clone with  linker  length 4 (26 amino acids) (Appendix 4).   In all these clones 
which included 1 clone from the S1‐R1 input phage, 2 from the S2‐R1 input phage, 4 from the S1R1 
output phage and 2 from the S1R1‐output phage, the linker lengths were correct and the clones were 
in‐frame but there were changes in the core conserved linker residues including the AAAGSG region, 
GASAS  region  and  the GGGS  regions of  the XGGGS  repeats.   The number of  changes  varied  from 
clone to clone.   The sequences of these altered clones are shown  in Appendix 4.   The sequences of 
the non‐mutagenised C4‐N4 clones from the phage display selections are not shown since both the 
scFv and  linker coding regions were as expected.   No enrichment of particular residues or types of 
residue in the NNS positions was observed (Appendix 5). 
 
 
6.2.4 Preliminary characterisation of selected CRAb clones 
 
Seven  C4‐N4  clones,  one  at  each  of  the  seven  possible  linker  lengths were  identified  for  further 
characterisation (Sequences in Appendix 6).  All 7 clones had C4 at the N‐terminal position.  A single 
J4‐C1 clone was also selected  for preliminary characterisation.    Its  linker  length was 11 amino acid 
residues and its full coding sequence was verified (Appendix 6).  The CRAb clones were transformed 
into E. coli HB2151 and expressed in non phage fused form.  Post‐induction cultures were normalised 
for density and levels of his6 tagged protein in the supernatant and pellet fractions measured (Figure 
6.22) by Western Blot.  In the pellet fractions (Figure 6.22A), the C4‐N4 clones at all 7 inter‐scFv linker 
lengths  resulted  in  similarly  stained  dominant  bands  migrating  at  70kDa  with  additional  bands 
migrating at 55kDa with extremely low staining levels in comparison to the 70kDa bands.  The J4‐C1 
clone  exhibited  no  staining  at  55kDa  and  a  more  intensely  stained  band  migrating  at  70kDa 
compared  to  the  C4‐N4  clones.    The  scFv  only  controls  C1,  C4,  J4  and N4  all  produced  intensely 
stained bands of protein migrating between the 25kDa and 35kDa molecular weight markers.  There 
were no detectable  levels of any of the seven C4‐N4 clones  in supernatant fractions (Figure 6.22B).  
There was an extremely low intensity band for the J4‐C1 clone, migrating at 70kDa.  The scFv clones 
C1, J4 and N4 all yielded intensely stained bands in the supernatant fractions migrating between the 
25 and 35kDa fractions.  There were no detectable levels of C4 present in the supernatant fraction.  A 
TT‐Hc  binding  ELISA  using  the  supernatant  fractions  showed  no  binding  activity  present  in  the 
supernatant of  the  seven C4‐N4  clones or  the C4 only  control  (Figure 6.23).   Modest  levels were 
found in the J4‐C1 supernatant and high levels in the C1, J4 and N4 supernatant fractions 
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Figure 6.22.   Western Blot of CRAb expression  levels  in pellet and supernatant  fractions.   CRAbs 
were expressed in small‐scale E.coli HB2151 cultures and levels detected by anti‐his6 Western Blot in 
the pellet (A) and supernatant (B) fractions.  Lanes 1 through 4 represent positive control scFv clones 
C4, N4, J4 and C1 respectively.  Lane 5 represents the CRAb J4‐C1 and lanes 6 through 12 represent 
C4‐N4 CRAbs with 7 different inter‐scFv linker lengths ranging from 11 (lane 6) to 44 (lane 12) amino 
acid residues. 
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Figure 6.23.  Antigen binding ELISA of CRAb supernatant fractions.  CRAb1 through CRAb7 represent 
the  seven  C4‐N4  linker  length  clones with  increasing  linker  length.   Neg1  refers  to  empty  vector 
expression and Neg2 a buffer only control.  White bars (Negative) refer to binding in the presence of 
avidin only. 
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In  order  to  obtain  C4‐N4  protein  for  further  study,  the  pellet  fractions were  lysed  and  insoluble 
material  removed by  centrifugation.   A Western Blot  analysis of  the  soluble  lysate  (Figure  6.24A) 
fractions  indicated  dominant  bands migrating  at  70kDa  for  the  J4‐C1  CRAb  and  the  seven  C4‐N4 
clones.   However  levels of staining did appear to vary more  in comparison to the whole cell  lysate 
staining from Figure 6.22A.   Densitometry measurements (Figure 6.24B) show that C4‐N4 with a 39 
amino acid linker is the most dominant clone in terms of protein quantity present and is three times 
that of the lowest level clone – C4‐N4 with 26 amino acid linker.  Within the CRAb samples there was 
also varying levels of stained protein migrating with the 35kDa marker, which with the exception of 
clone J4‐C1, were of a much lower intensity compared to the 70kDa band. 
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Figure 6.24.  Analysis of soluble cell lysate from E. coli CRAb expressions.  (A) Western blot.  Levels 
of scFv controls C4, N4, J4 and C1 (lanes 1 through 4 respectively).   Lane 5  is CRAb clone J4‐C1 and 
lanes 6  though 12  represent  the seven C4‐N4  linker clones with  increasing  linker  length.    (B) Laser 
scanning densitometry signals of the seven C4‐N4 CRAb clones.  The densitometry signal represents a 
relative quantification of the 70kDa band present in lanes 6 through 12 of the Western Blot. 
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A TT‐Hc binding ELISA utilising biotinylated TT‐Hc  indicated significant antigen binding capability for 
all seven C4‐N4 linker clones (Figure 6.25) and the intensity of binding signals seemed to mirror the 
relative levels of protein determined by the Western Blot densitometry data.   
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Figure 6.25.   C4‐N4 CRAb binding ELISA using soluble cell  lysate  fractions.   CRAb1  through CRAb7 
represent  CRAb  clones  C4‐N4  at  seven  different  linker  lengths  ranging  from  11  to  44  amino  acid 
residues.  Lysate represents cell lysate from empty vector expression control.  
 
 
 
The soluble cell  lysate samples  for  the seven C4‐N4  linker clones,  the C4 and N4 scFv controls and 
mock  lysate  control  sample  were  used  in  a  SA  chip  based  BIAcore  experiment  using minimally 
biotinylated TT‐Hc to determine CRAb off‐rates at the different linker lengths.  When setting up the 
experiment,  problems  were  encountered  which  manifested  with  a  significant  drop  in  reference 
subtracted RU signal upon pulsing of the lysate samples and this was observed with the mock lysate 
control  also  (data  not  shown).    This  was  caused  by  a much  larger  increase  in  RU  signal  in  the 
reference  flow  cell  compared  to  the  test  flow  cell  resulting  in a net  reduction  in  signal.   This was 
circumvented by blocking both flow‐cells with an irrelevant biotinylated protein after adding B‐TT‐Hc 
to the test  flow cell.   The erroneous signal produced  in the reference  flow cell was then no  longer 
observed (data not shown).   
 
The CRAb  lysate samples, scFv controls and mock lysate control were then pulsed over the test and 
reference flow cell for 3 minutes prior to a dissociation phase of 30 minutes (Figure 6.26A through 
6.26J).  As can be seen, the seven C4‐N4 linker clones exhibited similar dissociation curve shapes and 
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were comparable to that of scFv C4.   The scFv N4 control showed a distinctly different dissociation 
phase with  an  initial  rapid  dissociation  followed  by  a  slower  phase.    The  calculated  off‐rates  are 
shown in Table 6.1.  The rates for the seven C4‐N4 linker clones range from 1.8x10‐4 s‐1 for the clone 
with a 16 amino acid residue  inter‐scFv  linker  to 5.83x10‐4 s‐1  for the C4‐N4 clone with a 44 amino 
acid residue  linker.   The scFv C4 control exhibited an off‐rate of 1.2x10‐3 s‐1.   For scFv N4,  two off‐
rates were determined to reflect the two‐phase dissociation.  The more rapid phase exhibited an off‐
rate of 1.2x10‐2 s‐1 and the slower phase a rate of 5.23x10‐4 s‐1.   
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Figure 6.26.   CRAb off‐rate analysis by surface Plasmon resonance (BIAcore).   Lysate preparations 
were  injected  (1=injection  start)  for  3 minutes  (2=injection  end)  and  allowed  to dissociate  for  30 
minutes prior to regeneration (3=regeneration commencement).  A = C4‐N4 (11 aa‐linker); B = C4‐N4 
(16 aa‐linker); C = C4‐N4 (21 aa‐linker); D = C4‐N4 (26 aa‐linker); E = C4‐N4 (31 aa‐linker); F = C4‐N4 
(39 aa‐linker); G = C4‐N4 (44 aa‐linker); H = scFv C4; I = scFv N4; J = mock lysate.  
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Table 6.1.  C4‐N4 CRAb off‐rate measurements by BIAcore.  
 
Clone 
Kinetic Fitting Parameters 
koff (s
‐1)  SE (s‐1)  Chi2 Langmuir 1:1 Fit
C4‐N4 Linker 1  3.24x10‐4  1.53x10‐6 1.94 
C4‐N4 Linker 2  1.8x10‐4  7.05x10‐7 0.24 
C4‐N4 Linker 3  2.18x10‐4  9.88x10‐7 1.83 
C4‐N4 Linker 4  2.99x10‐4  1.55x10‐6 1.73 
C4‐N4 Linker 5  2.97x10‐4  1.33x10‐6 1.04 
C4‐N4 Linker 6  4.99x10‐4  1.78x10‐6 0.37 
C4‐N4 Linker 7  5.83x10‐4  2.2x10‐6 0.29 
C4  1.2x10‐3  8.56x10‐6 0.45 
N4*  1.2x10‐2  2.52x10‐4 3.99 
N4**  5.23x10‐4  2.33x10‐6 0.12 
* first dissociation phase 
** second dissociation phase 
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6.3 Discussion 
 
6.3.1 Screening phage display clones 
The dual PCR‐restriction digest  screening assay developed was  required  to allow analysis of  larger 
numbers of clones at more  stages of  the phage‐display process  than DNA  sequencing would have 
allowed.   One would have  initially assumed  that a  simple BstN  I digest of  the entire  tandem‐scFv 
insert would allow us to distinguish between clones.  However, although each of the 7 different scFv 
clones present within  the  library  exhibit differential BstN  I RFLP patterns,  in  tandem‐scFv  format, 
there were 49  combinations each with 7 different  linker  lengths,  the majority of which  contained 
NNS  codons  that  could  result  in additional BstN  I  sites.    It would not be possible  to have positive 
controls for comparison and there would be too many similar RFLP patterns leading to false positive 
clone identification.  The PCR fingerprinting method initially pursued, using VH and VL CDR3 specific 
primers was not  fruitful.   Although  the primers were  functional,  they were very non‐selective over 
the 7 scFv clones and this can be attributed to the fact that there were reasonable levels of sequence 
conservation  between  clones  even  in  the  CDR3  regions  and  that  due  to  the  sensitivity  of  PCR  in 
general, this approach would only have been suitable with more unconserved codon stretches, not 
found in this particular set of clones. 
 
In the assay that was eventually employed the N‐terminal scFv was amplified with a reverse primer 
binding to the nucleotide sequence encoding the AAAGSG sequence which lies in between the 3’ of 
the N‐terminal scFv and the region of the inter‐scFv linker sequence that contained NNS codons.  The 
AAAGSG  sequence was  common  to  all possible  tandem‐scFv  clones  regardless of  inter‐scFv  linker 
length.    For amplification of  the C‐terminal  scFv,  the  forward primer was designed  to bind  to  the 
universal annealing  sequence encoding GASAS.    In  tandem‐scFv clones harbouring  the  five  smaller 
inter‐scFv linker sequences, GASAS represents the terminal part of the inter‐scFv linker and connects 
to the VH domain of the N‐terminal scFv.  In tandem‐scFv clones harbouring either of the longest two 
inter‐scFv  linkers,  the  GASAS  sequence  lies  prior  to  the  extended  linker  sequence  but  after  the 
sequence stretch containing NNS codons.  Thus, using this approach when amplifying the C‐terminal 
scFv,  sequence heterogeneity arising  from NNS  codons was avoided  in  the products  subsequently 
digested.    In  future attempts at  isolating CRAbs  through phage display, one would select  from  the 
CRAbs and subsequently DNA sequence the output clones from the final round rather than doing an 
in‐depth analysis at each stage.  This was done in the present project to aid system development. 
 
6.3.2. Phage display selection of CRAbs 
In standard phage display selections where an investigator may be attempting to isolate clones of a 
particular specificity, the initial round of selection would be less stringent than subsequent rounds so 
as not  to  lead  to  loss of diversity  and  to  essentially  “capture”  lower  affinity binders  that may be 
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subsequently  amplified  to  maintain  their  presence  in  selections  (Bradbury  and  Marks,  2004).  
Generally  in  selections  from naive  libraries one would  look  at  the  ratio of output  phage  to  input 
phage and hope  that  it  increases with  iterative  rounds of display and selection since  this  indicates 
enrichment of antigen specific clones.   However,  in  the case of  the work described presently,  that 
ratio  is much  less useful.   The anti‐TT‐Hc  tandem‐scFv  library described here  is  theoretically 100% 
specific  for TT‐Hc.    In practice,  its actual  functionality will have been  slightly  less  than  this due  to 
artefacts arising from  library construction.   Thus, the ratio of output to  input clones was extremely 
low  in  all  rounds  and  did  not  increase.    However  this  coupled with  excellent  signal:noise  ratios 
allowed us to conclude that the selections were highly affinity driven. 
 
Two  series  of  phage  display  selections were  conducted  in  the  present work  to  isolate  anti‐TT‐Hc 
CRAbs.  The first round selection within Series 1 utilised a range of B‐TT‐Hc concentrations in order to 
ensure that selection was taking place at a limiting antigen concentration.  The signal:noise ratio was 
taken as the fold difference  in the number of phage eluted from the antigen containing samples  in 
comparison  to  a  mock  selection  using  the  same  number  of  input  phage  but  no  antigen.    This 
background control indicates the number of phage particles that come through the selection via non‐
specific binding to components of the selection matrix such as milk components or the streptavidin 
paramagnetic  beads.    The  key  parameters  that  influence  the magnitude  of  the  fold  difference  in 
binding compared to background are the antigen concentration (when limiting) and the stringency of 
washing  conditions.   When  considering  the  Series  1  Round  1  selections,  the  reduction  in  eluted 
phage with decreasing antigen concentration allowed us  to conclude  that certainly  in  the  range of 
500pM  to  5nM  B‐TT‐Hc,  the  antigen  concentration  was  limiting  when  using  an  input  of  1x1011 
infective phage particles.  The 5nM output was taken forward since it was 13‐fold above background 
compared  to  only  3‐fold  for  the  500pM  sample.    This  observation  also  prompted  use  of more 
stringent  washing  conditions  in  subsequent  rounds  so  as  to  improve  the  ratio  of  binders  to 
background.  Hence in the Round 2 selections using 1nM B‐TT‐Hc, the number of PBS‐Tween and PBS 
washes was doubled resulting in over a 100‐fold improvement in the signal to noise ratio. 
 
The improvements gained through more stringent washing were evidenced further when considering 
the Series 2 Round 1 output.   That particular selection was conducted at 500pM B‐TT‐Hc under the 
same  conditions  used  for  the  Series  1  Round  1  500pM  selection  sample, with  the  exception  of 
increased stringency on washes.  The background signal:noise ratio was around 1000 fold better as a 
result.  The ratio did drop quite considerably to 33:1 in the Series 2 Round 2 output but it is likely to 
be due to the fact that the B‐TT‐Hc concentration was reduced to 50pM from 500pM used in Series 2 
Round 1 and so the absolute number of phage able to bind was reduced.  In addition, the Round 2 of 
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Series 2 was an off‐rate selection and clones that dissociated from the biotinylated toxin would have 
been sequestered by the non‐biotinylated toxin thus reducing the binding signal. 
 
The second Series of selections successfully enriched for tandem‐scFvs that contained scFv pairings 
capable of simultaneously binding to TT‐Hc with around 90% of the output containing such clones.  
This was a significant  improvement over  the enrichment seen  in  the  first series of selections  (70% 
chelating)  and  is  likely  to  be  due  to  the  combination  of  lower  antigen  concentration  and more 
stringent washes leading to a higher drive for selection based on affinity.  This supports the fact that 
chelating scFv pairings lead to a higher affinity than simply bivalent tandem‐scFv clones.  Introducing 
an off‐rate  selection  step  in Series 2 Round 2 did not  improve  the enrichment of  chelating  clones 
beyond 90%.   However  it did alter the types of chelating clones enriched and this will be discussed 
below.   Use of off‐rate  selections  is a good approach  to  selecting high affinity antibodies and has 
been  used  in  many  examples  of  the  isolation  of  affinity  matured  antibody  fragments  since  a 
reduction in koff is more commonly observed as the cause of lower KD in these clones compared to an 
increase in kon (Marks et al., 1992; Pini et al., 1998; Schier et al., 1996; Yang et al., 1995). 
 
There was a moderate level of bias in the phage used as input for the initial rounds of both selection 
series.    The most  prominent  bias  laid  in  the  over  representation  of  clone  C4  at  the  N‐terminal 
position of tandem‐scFv clones.   Initially, we concluded that this may be due to growth biases such 
that  clones  containing an N‐terminal C4 were able  to produce more phage particles  compared  to 
other clones thus out populating the  input phage.   However, an analysis of the pooled constructed 
library prior to production of phage indicated an over‐representation of C4 and N4 at the N‐terminus 
along with an overrepresentation of  J4 and N4 at  the C‐terminus although  these  latter  three were 
not  so  significant  in  the  input  phage where  the  over‐representation  of  C4  increased modestly  in 
comparison to the constructed library.  From this, we may hypothesise that the over‐representations 
were introduced during the construction of the library.  However during the ligation steps, all of the 
N  and  C‐terminal  components  were  added  to  the  ligation  pool  in  a  controlled  manner.    Laser 
scanning densitometry was used to accurately quantify DNA concentrations of the Null CRAb and the 
PCR2 products.  This enabled equal quantities of both to be used in the ligation reactions.  We may 
therefore perhaps conclude that the bias was due to differential ligation efficiency. 
 
There  has  been  no  published  systematic  study  of  how  various  factors  can  influence  ligation 
efficiency.  Ligation efficiency can be influenced by several factors as detailed in a Promega technical 
bulletin  (Sundquist  and Doers,  1998).    These  include  components  of  PCR  reactions  such  as  salts, 
dNTPs, primers and polymerase but also the ratio of insert to vector, the insert size, insert sequence 
and  the overall purity of  the  reaction mixture.   Other  reaction  conditions  such  as  reactions  time, 
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temperature,  ligase  units  as well  as  exposure  to  UV  light  can  all  effect  ligation  outcomes.    The 
ligations  performed  in  this  project  used  digested  recipient  vector  and  insert  that  had  been  gel 
purified prior to ligation thus eliminating the potential contaminants described.  The ratio of insert to 
vector was uniform across all ligations.  The library ligations described here were executed on a linker 
length pool basis such that each linker length ligation had equal concentrations of the N‐terminal and 
C‐terminal scFvs present in their respective Null‐CRAb and PCR2 product forms.  In terms of the two 
restriction sites used, Not  I and Bsm  I,  the  immediate environments of  the sites were constant  for 
each clone since the Bsm I site was present in the conserved phage pIII gene and the Not I site was 
present at  the distal 5’ end of  the  inter‐scFv  linker  that was appended  in PCR2.    Insert  length can 
effect  ligation  efficiency  (Sundquist  and  Doers,  1998)  such  that  longer  inserts  result  in  a  lower 
efficiency compared  to shorter  inserts.   This was controlled  for as much as possible given  the  fact 
ligations were done in pools based on inter‐scFv linker length.  However, this could not prevent slight 
differences  in  insert  size within  these  pools  that  result  from  the  different  size  of  the  scFv  genes 
themselves.  The range in size of the scFv genes is small ranging from 801 nucleotides for scFv C2 up 
to 840 nucleotides for scFv N5.  Clone C4 had a length of 828 nucleotides.  One would have therefore 
expected an over‐representation of scFv C2 which was not observed at either  the N or C  terminal 
positions  of  the  tandem‐scFv  clones  studied.    Since  all  the  other  variables  described  above were 
constant  for  each  reaction,  the  remaining  relevant  variable  is  the  actual  composition  of  the  scFv 
nucleotide sequences  themselves.   No single pair‐wise comparison of  the seven  library scFvs has a 
nucleotide sequence homology of greater than 70%.  We may therefore hypothesise that differences 
in the DNA sequences of the 7 scFvs lead to differences in the chemical environments present during 
ligation,  influencing  its  efficiency.    Perhaps  nucleotide  secondary  structure  formation  could  have 
affected  the process.   Thus  the  ligation of certain pairs of scFvs  (e.g. C4‐N4) may have been more 
favourable than the ligation of C1‐C2 for example. 
 
The analysis of the constructed  library and  input phage  from S1R1 and S2R1  indicated that a small 
selection of scFv pairings were not detected within the 96 analysed clones.  Theoretically, there are 
28 possible scFv pairings, disregarding permutation of the clones.  Of these possibilities there were 7 
not detected  in  the  constructed  library, 6  from  the  S1R1  input phage  and 7  from  the  S2R1  input 
phage.    This  however  does  not  imply  they were  all  not  present  in  the  library/input  phage.    This 
statement  is backed up by  the  fact  that  there only 3  clones  absent  from  three  sample pools  and 
these were C1‐C1, C1‐C2 and C2‐C2.   For these three clones we may conclude that (1) they are not 
present  in  the  library at all or  (2)  they are present at such  low  levels  that  they were not detected 
within 96 randomly selected clones.  It should be noted that since there are 28 possible scFv pairings, 
one would only expect to observe three copies of a particular pairing, within 96 randomly selected 
clones from the constructed library and input phage.  It is therefore plausible to not detect any of a 
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particular clone  for  that  sample  size and  this  is  the most  likely explanation  for  the absence of  the 
clones mentioned above other than C1‐C1, C1‐C2 and C2‐C2. 
 
Within the input phage there were several clones that did not result in PCR product when amplifying 
the N or C‐terminal  scFvs.    It  is  important  to discriminate between  loss of  insert  clones  or other 
alterations.   For the majority of such clones the PCR for amplification of the entire  insert yielded a 
correct  size  band.    This  implied  that  these  clones  were  not  “loss  of  insert”  as  such  but  that 
recombination events had occurred that lead to major alterations to the sequences within the insert 
such that the primers used to amplify the N and C‐terminal scFvs were no  longer able to recognise 
their cognate sequences.    Interestingly, many of the clones not detected  in  the constructed  library 
and  input phage were the bivalent‐monospecific ones such as C1‐C1, J2‐J2, N5‐N5 etc.   Perhaps the 
homology  within  the  insert  caused  by  repeats  of  the  same  scFv  gene  lead  to  deleterious 
recombination events. 
 
The bias in N‐terminal C4 present in the constructed library and input phage fed through to a bias in 
various C4 pairings most notably C4‐N4 which was present at between 12 and 15% in the input phage 
rather  than at  the  theoretically expected 4%.   However, after 1 round of phage display,  the C4‐N4 
increased  significantly by up  to 3‐fold occupying around a  third of  the  library output.   Given  that 
there were no growth steps between assaying the input phage and output phage from a given round 
of selection and that antigen concentration was limiting, we can conclude that the reason C4‐N4 was 
enriched  in  such  a way was  due  to  it  being  of  a  higher  affinity.    In  fact,  C4‐N5  and  C4‐J4 were 
enriched, albeit more modestly and C4‐J2 was lost from the library upon antigen selection.  Looking 
back at  the  individual  scFv affinity data, we may conclude  that  J2 was  lost due  to  its considerably 
lower affinity (as measured by ELISA) compared to clones J4, N4 and N5 which were all  in a similar 
region in terms of KD magnitude. 
 
Very  few  clones  were  observed  in  output  samples  containing  C2  in  either  the  N  or  C  terminal 
positions  of  the  tandem‐scFv  fragments.    One may  rationally  conclude  that  this  was  due  to  its 
incredibly poor affinity in comparison to the other scFv clones.   
 
Surprisingly, the output from Series 2 Round 2 selection resulted  in enrichment of clones J4‐C1 and 
J2‐C1 from levels of almost zero in the preceding rounds output.  Given that Series 2 Round 2 was an 
off‐rate based selection, it is rational for us to assume that perhaps these clones exhibit a slower off‐
rate  in  comparison  to  the  C4‐N4,  C4‐J4  and  C4‐N5  clones.    Also  the  even more  limiting  antigen 
concentration coupled with even more stringent washes may have  lead to those clones being more 
pronounced  from  the  background  binders.    Another  interesting  observation  from  the  off‐rate 
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selections was that although C4‐N4 was still a dominant clone, the preferable scFv orientation had 
switched  from  C4‐N4  to N4‐C4,  rather  unexpectedly.    Could  it  be  that  perhaps  in  that  particular 
orientation, the off‐rate was slower?  It is interesting to note that scFv orientation may in fact play a 
crucial role in the affinity of chelating tandem‐scFv clones and this warrants further investigation.   
 
Analysis  of  the  linker  lengths  revealed  rather  inconclusive  results.    In  the  lysozyme  experiments 
conducted  by  Wright  and  Deonarain,  a  uni‐modal  frequency  distribution  of  linker  lengths  was 
observed (Wright and Deonarain, 2007).    In this study, no clear optimal  linker  length was observed 
for the C4‐N4 scFv pairing.  Only this pairing was studied in terms of linker length analysis because of 
clone availability.  Given that C4‐N4 (in the C4 N‐terminal orientation) was the most dominant clone 
(except  in Series 2 Round 2 output),  it provided the  largest number of  individual samples for  linker 
length  sequencing.   For other clones,  the number of available clones would not have produced as 
reliable or informative data.  Even in the case of the C4‐N4 analysis, the number of clones available 
for sequencing, around 30 per round (only 8  in the  last round of series 2)  is not enough to produce 
reliable data and this may of contributed to the confusing linker length data observed.  C4‐N4 clones 
with N4 in the N‐terminal position were not included in the analysis since it is highly likely that scFv 
orientation affects the optimal linker length for a given pair of scFvs (Zhou, 2003). 
 
The C4‐N4 linker analysis appeared to reveal a distinctly bimodal distribution of linker lengths.  If this 
was not indeed an artefact of having a small sample size, then there may be several hypotheses for 
this observation.   Firstly,  it may have been possible  that  the B‐TT‐Hc antigen was present  in both 
monomeric and dimeric form (Qazi et al., 2007).  Although the monomer was isolated, the kinetics of 
its requilibration to dimer/monomer form are unknown.  If there was enough dimeric form, then we 
can  hypothesise  that  for  each  scFv  clone  pairing,  there would  be  an  optimal  chelating  inter‐scFv 
linker length for the monomer and a different (longer perhaps) length for chelation of the dimer.  A 
more  general  observation  regarding  the  inter‐scFv  linkers was  that  in  the  second  round  of  both 
selection  series,  the analysis of  short vs  long  linkers by way of  the Asc  I  / Sma  I digest  revealed a 
significant enrichment of longer length linkers (39 or 44 amino acid residues).  This represents further 
evidence to suggest that phage display is able to fine tune CRAbs to clones with the optimum linker 
length. 
 
The C4‐N4  inter‐scFv  linker  length sequencing  indicated errors  in the  inter‐scFv  linker sequence for 
one clone with a 26 amino acid length linker and 8 clones with the 31 amino acid length linker.  This 
was  also  observed with  the  two  31  amino  acid  length  clones  analysed  as  part  of  the  library QA 
described at the end of Chapter 5.  All of the analysed clones were in‐frame but with modifications to 
core residues ranging from a few to many.   Could this perhaps account for the  low frequency of 31 
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amino acid clones present in the S1R2 output and S2R2 output, thus rendering the observed bimodal 
enrichment distribution artefactual?  I.e. do these mutations render the clone non‐functional due to 
reduced  flexibility  of  the  linker  or  reduced  solubility?    The  31  amino  acid  length  linker was  the 
longest linker prior to the presence of the extended linker region which serves to stabilise the linker 
region facilitating successful library construction.  It contains 4 repeats of the XGGGS sequence.  We 
may hypothesise that this number of repeats results  in errors during the PCR addition of the  linker 
during  the  cloning  procedures  leading  to mutations  in  the  sequence  perhaps  via  a  reduction  in 
polymerase  fidelity,  mis‐priming  or  problems  resulting  from  nucleotide  secondary  structure 
formation.    In  future attempts at  library construction,  it may be a preferable approach  to  limit  the 
number of XGGGS repeats to three thus circumventing this problem. 
 
When discussing the CRAb phage display selections one must also consider whether the biotinylation 
level  of  the  TT‐Hc  fragment  aided  successful  experimentation.    The  empirical  optimisation  and 
subsequent rigorous characterisation of the biotinylated TT‐Hc described in Chapter 3 indicated that 
the toxin was minimally biotinylated.   A side‐by‐side comparison of scFv C1 KD for both biotinylated 
and non‐biotinylated TT‐Hc indicated no differences in binding suggesting that biotinylation had not 
altered  its tertiary conformation.   The BIAcore and KD ELISA used to analyse all 7 scFvs  in Chapter 4 
indicated that all clones could bind to the biotinylated TT‐Hc to varying extents.   At  levels as  low as 
50pM  in the S2R2 selections, a binding to background ratio of over 30:1 was observed  indicating a 
high  level of  functionality and quality of  the B‐TT‐Hc.    It may be  interesting  to  conduct  selections 
using  TT‐Hc  labelled more  site‐specifically  for  example  through  biotinylation  of  an  engineered  C‐
terminal thiol group or perhaps using TT‐Hc with a biotinylation domain fused at either terminus. 
 
A future study might consist of producing a batch of  input phage of  just clone C4‐N4 at 7 different 
inter‐scFv linker lengths and panning it against the wild‐type monomer isolated TT‐Hc, the wild‐type 
TT‐Hc without monomer separation,  in addition to  two mutants of TT‐Hc that are now available  in 
the  lab of Prof. Neil Fairweather.   The  first mutant forms majority dimer and the second mutant  is 
unable to form any multimers and exists as solely monomer due to a cysteine mutation (Qazi et al., 
2007). 
 
Immediate  future work within  this  project will  involve  further  rounds  of  phage  display  using  the 
output glycerol  stocks  from either  (or both)  round 2  selections within  series 1 and 2 experiments.  
Further  rounds  of  panning  may  improve  enrichment  for  particular  clones.    Indeed  of  definite 
importance is to conduct a third round of display and selection using the output from Series 2 Round 
2 and implement a significantly longer off‐rate selection at an antigen concentration of around 5pM 
which should still allow for a reasonable signal to noise ratio in binding. 
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6.3.3 Expression of CRAbs 
In attempting to express the C4‐N4 CRAbs at the 7 different inter‐scFv linker lengths, we found that 
soluble expression  levels  in  the  supernatant were undetectable by Western blot or ELISA.   Overall 
expression  levels  judged by pellet  levels were over a  tenth  less  than  that of  the component  scFvs 
themselves.  Poor expression of tandem‐scFv clones has been evidenced previously in several reports 
(Kontermann, 2005; Korn et al., 2004).   One explanation  in this case may be the small‐scale culture 
conditions.    One  may  hypothesise  that  in  larger  scale  cultures  with  improved  aeration,  overall 
expression levels may increase leading to higher levels of tandem‐scFv present in the periplasmic or 
supernatant fractions.  Comparison of whole cell‐lysate with soluble fraction of the whole cell‐lysate 
revealed the possibility of mis‐folded or aggregated recombinant protein folding.   Typically this can 
be  approached  by  using  re‐folding  techniques  following  inclusion  body  isolation  (De  Jonge  et  al., 
1995).    Further  approaches  at  improving protein expression within  the  E.  coli  include  variation of 
culture conditions (Lin et al., 2008) such as the use of different non‐metabolic sugars (Kipriyanov et 
al.,  1997),  different  strains  such  as  those  that  are  codon  optimised  (Makrides,  1996)  or 
supplemented with genes that facilitate improved re‐folding and disulphide bond formation (Kim et 
al., 2008). 
 
It is likely that aggregation or formation of undesirable multimeric forms was due to incorrect VH‐VL 
cross  pairing  both  within  the  tandem‐scFv  and  between  tandem‐scFv  molecules.    Less  specific 
interactions may also be attributable.  One may hypothesis that the disulphide stabilisation approach 
used  primarily  for  ds‐scFv  fragments  (Young  et  al.,  1995)  could  also  be  applied  to  tandem‐scFv 
fragments by introducing cysteine residues in all four V domains of the tandem‐scFv that would lead 
to  an  additional  covalent  link between  the  correct VH‐VL pairings  in  addition  to  the  inter‐domain 
linkers.    This  approach  has  been  used  in  a  few  previous  investigations  with  reasonable  success 
(Bruenke et al., 2005).  This may lead to improved stabilisation and correct folding.  One may even be 
able  to create CRAb phagemid  libraries with disulphide stabilised scFv  fragments  in anticipation of 
poor soluble3 tandem‐scFv expression levels. 
 
A  longer  term  solution  to  the  observed  poor  expression  levels may  be  to  change  the  expression 
system  to  that  of  yeast  or  mammalian  cell  lines  which  have  been  used  successfully  in  many 
circumstances of tandem‐scFvs, diabodies or single chain diabodies and yields of over 100mg/L have 
been  observed  (Kontermann,  2005).    Expression  of more  complex  antibody‐derived molecules  is 
better in these systems because they have evolved to express more complex, multi‐domain proteins 
containing  many  di‐sulphide  bonds.    They  also  harbour  more  elaborate  molecular  machinery, 
including more chaperones etc which help stabilise protein tertiary structure and aid correct folding. 
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6.3.4 CRAb off‐rate measurements 
Measurement  of  CRAb  off‐rates was  performed  using BIAcore  SPR  technology.    Clone  C4‐N4 was 
investigated  at  the  7  possible  linker  lengths.    There  was  no  significant  variation  between  the 
observed off‐rates although  inter‐scFv  linker 2  (16 amino acid residues) did exhibit the slowest off‐
rate which moderately  coincided with  the C4‐N4  linker  length enrichment data.   This observation 
however does not allow us to conclude that there were no differences in the KD of the seven C4‐N4 
linker variants.   Potentially differing affinities may be driven by differential on‐rate values.   In order 
to measure on‐rates in future investigations with these clones, they will be expressed in larger scale 
culture  and purified  to  an  end‐point of monomer  isolation.   After  accurate protein  concentration 
determination kinetic experiments with varying CRAb concentration could be conducted to measure 
on‐rates and overall KD. 
 
In comparison to the off‐rates measured for the parental clones C4 and N4, the majority of the C4‐N4 
tandem‐scFv  clones  exhibited  an  improved  off‐rate.   When  comparing  to  the  off‐rate  of  C4,  the 
improvement was ten‐fold.  This was also the case when comparing to the initial off‐rate of scFv N4 
but not the slower phase of dissociation it exhibited.  It was interesting to observe that the off‐rate 
measured for C4 in cell‐lysate during the work described in this present chapter, was ten‐fold higher 
than the off‐rate derived for C4 in its highly purified monomeric form tested as described in Chapter 
4.    It  could  be  that  the  presence of  other proteins  in  the  cell  lysate  as well  as non‐functional or 
partially folded protein may attribute to the faster off‐rate when tested directly from cell lysate.  We 
must  therefore  also  bear  this  in mind when  interpreting  the  CRAb  off‐rate  data  from  cell‐lysate 
samples  as  this  also be underestimated.    It would  also  seem  that  the C4‐N4 CRAb  clones do not 
possess the biphasic dissociation characteristic exhibited by N4 as a scFv but instead are more similar 
to that of C4 which fits much better to a 1:1 dissociation model. 
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7.1 General Discussion 
Constructing  CRAbs  represents  a  viable  alternative  towards  producing  high  affinity  antibodies 
circumventing, or even complementing the more arbitrary approaches of in vitro affinity maturation.  
The  CRAb  format  consists  of  two  scFvs,  linked  in  tandem,  with  specificity  for  non‐overlapping 
adjacent  epitopes  on  the  antigen molecule  (Neri  et  al.,  1995).    Simultaneous  engagement  of  the 
CRAb component scFvs  to  the antigen,  resulting  in a bimolecular  interaction,  leads  to a synergistic 
increase  in  the overall binding affinity of  the CRAb compared  to  the component  scFvs alone.   The 
high affinity binding  is postulated to occur  irrespective of antigen density.   The magnitude of CRAb 
affinity  is theoretically governed by the affinity of the component scFvs for the antigen, the spatial 
arrangement  of  their  cognate  epitopes  and  the maximum  possible  length  of  the  inter‐scFv  linker 
(Zhou,  2003).    Overall,  high‐affinity  can  lead  to  more  potent  effector  function  such  as  toxin 
neutralisation or better localisation. 
 
Although there have been several reports describing recombinant antibodies bearing similarities to 
the CRAb system (Cheong et al., 1990; Kim et al., 2002), none have rationalised the consideration of 
the epitopes  targeted or  the  linker  length between  the  component binding moieties and  so  these 
species can not truly be classified as chelating since the linker may not be sufficient for chelation to 
occur for the given epitopes targeted.  Only the original work by Neri, our subsequent work and the 
theoretical modelling  by  Zhou  consider  these  issues  (Neri  et  al.,  1995; Wright,  2004; Wright  and 
Deonarain, 2007; Zhou, 2003).   Wright and Deonarain showed that phage display could be used to 
select  CRAbs with  the  optimum  linker  length  for  a  particular  known  pair  of  scFvs.   However  the 
facility of phage display for selecting the optimum scFv combination and thus indirectly the optimum 
epitope pair on the antigen, remained unanswered. 
 
This body of work has described the successful development of a phage display based approach for 
obtaining CRAb clones and has met nearly all the aims set‐out in Chapter 1, Section 1.8.  A panel of 
anti‐tetanus  toxin  scFvs was  extensively  characterised  in  terms of overall expression  levels and 
solubility, phage display propensity, oligomerisation state, ability to neutralise tetanus toxin 
ganglioside binding activity, affinity and binding kinetics, and competition binding analyses 
to identify competing and non‐competing scFv pairings.  In addition bioinformatics analyses 
were conducted.   All this data allowed for the rational selection of 7 clones (C1, C2, C4, J2, 
J4,  N4  and  N5)  for  inclusion  in  a  proof‐of‐concept  tandem‐scFv  library  containing  both 
chelating and non‐chelating scFv pairings.  Between the 7 clones there was multiple epitope 
specificity,  diversity  and  where  possible  good  soluble  expression  levels  as  well  as  toxin 
neutralisation capability.   Having  less  than 7 clones would have been  less  informative and 
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having  more  would  have  made  library  construction  impractical  technically.    The  scFv 
characterisation  data  also  provided  useful  data  for  interpretation  of  CRAb  phage  display 
selection  as well  as  providing  an  insight  into  the  nature  of  the  of  the  antibody  immune 
response against tetanus.   
 
Using  the 7  identified  clones; a  tandem‐scFv  library was  successfully constructed with  the 
clones linked in all combinations and permutations at 7 possible inter‐scFv linker lengths for 
each  pairing  ranging  from  11  to  44  amino  acids  residues.    The  linkers  contained  some 
randomised codons resulting  in a total possible diversity of 5.3x107 clones.   Library analysis 
indicated a high quality constructed library with low background.  A phage display approach 
was developed which  led  to enrichment of  the  library  to 90% chelating scFv pairings after 
just  two  rounds  of  selections.    The  chelate  effect  can  increase  affinity  and  lead  to  a 
discrimination  in high  affinity phage over  the  less high affinity phage using affinity driven 
selections.    Several  candidate  CRAb  clones  were  identified  for  further  biochemical  and 
biophysical analyses  in  future work  including C4‐N4 and  J4‐C1.   The data  indicates  that  in 
future,  a  tandem‐scFv  library  against  a  target  of  interest  could  be  constructed  “blindly” 
without  prior  scFv  characterisation  and  the  investigator  could  be  confident  that  any 
chelating scFv pairings will be efficiently enriched by a well optimised phage display based 
approach. 
 
The initial focus of this PhD project (Chapters 3 and 4) was to identify suitable TT‐Hc specific scFvs for 
inclusion  in a multi‐scFv, multi‐linker CRAb  library.   A panel of over 50  scFvs  isolated  from a  large 
tetanus immunised library (Vaughan et al., 1996) were available for use in the present project.  Initial 
diversity, expression and antigen‐binding ELISA analyses were used  to  select 15  clones  for  further 
study.   The chances of  identifying chelating pairs were  increased by selecting 5 scFvs that had been 
shown to bind to the recombinant C‐terminal sub‐domain of TT‐Hc, 5 that bind to the recombinant 
N‐terminal sub‐domain of TT‐Hc and five that bound to  junctional epitopes of the  in the context of 
the whole TT‐Hc molecule.  Within each of the three scFv sub‐groupings, clones with different BstN I 
digests  were  chosen  in  order  to  maximise  the  chances  of  finding  chelating  scFv  pairings.    The 
competition binding analyses revealed that the majority of possible pairings between scFvs targeting 
the N  and  C  terminal  sub‐domains  of  TT‐Hc were  non‐competing  as  hypothesised.    This  actually 
highlights a possible approach toward aiding successful development of CRAbs against other targets.  
One  can  confidently  state  that  the most  significant  limitation  in  developing  CRAbs  is  identifying 
chelating pairs, since targeting of distinct epitopes  is an essential pre‐requisite to the CRAb format.  
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Thus one could almost ensure that chelating pairs are obtained by panning a naive  (or  immunised) 
library of  scFvs  against  recombinant  fragments of  the whole  target  antigen.    This would  give  the 
investigator two pools of clones binding to separate parts of the target molecule. 
 
An important aspect of the project related to the preparation and use of TT‐Hc.  It was used in ELISAs 
for KD determination, BIAcore for kinetics analyses and in competition binding ELISA analysis.  It was 
used in ganglioside binding assays for potency determination.  Finally it was used in solution capture 
phage  display  selection  of  CRAbs.    The  initial  qualitative  binding  ELISAs  and  competition  binding 
ELISAs  in  Chapter  3  used  unlabelled  recombinant  TT‐Hc  that  was  coated  directly  onto  the 
immunosorbent  plates.    For  ganglioside  binding  inhibition,  toxin was  pre‐incubated with  scFv  in 
solution, prior to addition to the ganglioside coated plate and so was in a different state compared to 
TT‐Hc coated directly onto a plate.  Finally, for the affinity ELISAs, BIAcore analyses and phage display 
minimally  biotinylated  TT‐Hc  was  used.    The  minimally  biotinylated  toxin  underwent  significant 
characterisation  ensuring  that  labelling  did  not  significantly  alter  its  structure  and  therefore  scFv 
epitopes allowing direct comparison with the unlabelled form used in ganglioside binding assays.  It is 
known  that  direct  coating  of  antigens  onto  plastic  can  denature  them  (Djavadi‐Ohaniance  et  al., 
1996).   A comparison  in binding affinity of scFv C1  for both biotinylated avidin captured TT‐Hc and 
TT‐Hc and directly plate  coated  revealed no  significant difference  in KD  indicating denaturation on 
plastic was not  likely  to be  an  issue  for  TT‐Hc.    This  allows us  to  conclude  that  cross‐comparison 
between data produced from experiments using TT‐Hc presented in different ways was possible. For 
all purposes, monomeric TT‐Hc was used to minimise avidity or cross‐linking effects, or obstruction of 
epitopes  at  the oligomeric  interface,  although  it was not possible  to  account  for  requilibration of 
isolated  monomer  back  to  dimer  and  this  had  important  implications  for  the  phage  display 
selections. 
 
The scFv characterisation paralleled well with  the substantial body of work produced by Marks  for 
botulinum toxin (Amersdorfer et al., 1997; Amersdorfer et al., 2002; Marks, 2004; Nowakowski et al., 
2002) and by Maynard for Anthrax toxin (Maynard et al., 2002).  Our data concurs with Marks’ in that 
toxin neutralisation does not  seem  to be  too dependent on  the epitope  targeted,  that  synergistic 
binding  effects  occur  when  two  non‐competing  antibodies  are  allowed  to  bind  to  the  toxin 
simultaneously and  that affinity  is  the most  important antibody parameter  for good potency.   Our 
observation of a  correlation between  scFv affinity  and potency  also agreed with Maynard’s work.  
This strengthens the use of toxins as suitable CRAb targets as they seem to benefit considerably from 
higher affinity targeting (see future work, below). 
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Despite the fact all 7 of the library scFvs contained a same‐sized inter‐domain linker of 15 amino acid 
residues, a considerable range of oligomerisation levels was observed between clones.  This perhaps 
emphasises the sequence dependence of scFv multimerisation.  An analysis of intrinsic scFv affinities 
also revealed a considerable range of measurements.  The oligomerisation potential and affinities are 
perhaps the two most possible influential factors upon the CRAb phage display selections.  Clones C2 
and  J2  (by  ELISA  only)  were  the  lowest  affinity  clones  and  these  were  also  the  least  dominant 
tandem‐scFv components  in  the phage display selections.   Whereas clones containing C4  linked  to 
N4/J4/N5 were the most common in line with them exhibiting the higher affinities.  However, it was 
also shown that C4 and N4 had a particular propensity to form dimers and/or trimers compared to 
other  clones  so  this  could  have  lead  to  increased  inter‐molecular multimerisation  as  CRAbs  thus 
imparting  higher  avidity  effects  during  phage  display.    Interestingly,  clone  C1 was  shown  to  exist 
mainly as a dimer and also was  the highest affinity scFv but  it was only  in  the S2R2 output  that  it 
started to become enriched. Clone J2 also dimerised quite significantly but was too not enriched  in 
tandem‐scFvs during CRAb selections.  It may be that scFv multimerisation and scFv intrinsic affinities 
both interact to influence CRAb selections.  Much was done in the present project to reduce avidity 
effects imparted by potential CRAb oligomerisation.  This included the use of monovalent display via 
the use of a phagemid system, solution capture at low antigen concentrations and using monomeric 
antigen.   The affinity measurement data using both ELISA and BIAcore agreed  for  the majority of 
clones.   However  for clones  J2 and N5  this was not  the case with quite  considerable variations  in 
measurements.  It is very important in future work to be able to accurately and confidently relate the 
affinity  of  CRAbs  to  their  therapeutic  efficacy.    It will  therefore  be  important  to  use  a  variety  of 
techniques and different approaches to achieve this (Neri et al., 1996). 
 
It seemed  that scFv characteristics such as display propensity and overall expression may not have 
had such an  impact on  the phage display outcomes compared  to oligomerisation and scFv affinity.  
Clone J2 for example had a high expression and display  level but was  lost  in selections where as J4 
and N5  exhibited  relatively  low  display  levels  and  yet were  still  enriched  as  part  of  tandem‐scFv 
clones during selections.   As predicted, scFv factors such as expression  level and display propensity 
should not affect phage display outcome if the conditions strongly favour affinity driven selection.   
 
Perhaps  one  of  the  most  important  influential  factors  influencing  selections  was  the  observed 
cooperative  binding  effect  seen  during  competition  binding  analyses  as  reported  in  Chapter  3.  
Although  there were  several examples of  this occurring  the most prolific was  seen with  clone C4 
which when  bound  to  toxin,  lead  to  improved  binding  of  nearly  all  other  clones which  bound  to 
different epitopes.  This may explain why the most dominant clones during selections were C4‐J4, C4‐
N5 and C4‐N4.   The  improvement  in affinity seen with  the original CRAb  reported by Neri and co‐
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workers was due to the chelate effect without any  influences from cooperative binding (Neri et al., 
1995).  Given the quantity of reports (Levy et al., 2007) detailing cooperative binding of antibodies to 
toxins  including  tetanus  (Chin  et  al.,  2003;  Volk  et  al.,  1984)  and  botulinum  (Nowakowski  et  al., 
2002), it is likely that development of any CRAb against these targets and perhaps many others must 
also  consider  the  contribution  of  cooperative  binding.    This  statement  does  influence  Zhou’s 
mathematical model  (Zhou,  2003)  of  the  chelate  effect  as  this  does  not  account  for  changes  in 
intrinsic affinity that occur due  to conformational changes  in the epitope targeted upon binding of 
another  ligand.   One would  predict  that  cooperative  binding will  actually  contribute  to  a  higher 
affinity  compared  to  the  chelate  effect  alone  essentially  complementing  it  and  so  it would  be  a 
desirable characteristic to engineer into the CRAb clone if possible.  However, given that the chelate 
effect alone may well  increase affinity by 10  to 100‐fold,  the extra benefit of co‐operative binding 
may not increase it much further. 
 
The decision to use a range of inter‐scFv linker lengths from 11 to 44 amino acids was determined by 
super‐imposing  the crystal  structure of  two  scFvs  (not clones used  in  this project) over  the crystal 
structure of the TT‐Hc  fragment and orientating them at distal regions of the molecule so that  the 
maximum distance between them could be measured.  This distance was then used to determine the 
maximum  inter‐scFv  linker  length  required  to  allow  simultaneous  binding  of  two  scFvs  targeting 
epitopes at opposite ends of the fragment.  As has been stated already, one of the future approaches 
with this system would be to build a  library of tandem‐scFvs against a target of  interest and select 
CRAbs  without  any  prior  knowledge  of  the  epitopes  targeted  by  the  scFvs  or  of  any  scFv 
characterisation data.    Indeed for many antibodies and antigens the structural data  is not available 
and so one would not be able to estimate the maximum inter‐scFv linker length required to include 
in  the  library as we did  in  this project.   This would not be a problem since a  larger range of  linker 
lengths could be used.  This is a rather academic exercise however, since to maximally benefit from 
the  chelate  effect,  the  two  distinct  epitopes  targeted  should  be  as  close  as  possible  in  order  to 
maximise  the  effective  concentration  of  the  CRAb.    Thus  for  larger  antigens,  CRAbs with  shorter 
linkers containing scFvs targeting proximal epitopes should theoretically be enriched and so it would 
not be an  issue  if two scFvs targeting extremely distal epitopes, were not  linked with an  inter‐scFv 
linker of length that would allow simultaneous binding. 
 
Perhaps  the biggest  issues  facing  the  library construction were  that of  fully ascertaining  its quality 
and  the problem of  clone biases.   For example  it was not possible  to  check  that both  scFvs were 
displayed functionally.   Analysis of 96 clones from the  library revealed a bias toward, most notably, 
clones with C4 at the N‐terminus and clones with N4 at the C‐terminus and thus a bias of tandem‐
scFv  clones  C4‐N4.    Given  the  controlled  empirical  approach  toward  library  construction,  we 
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postulated  that  the  observed  biases  were  a  result  of  differential  ligation  efficiencies  caused  by 
differences in the actual DNA sequences between clones.  These biases were of concern in this proof 
of principle project.  However in future projects where the sole aim will be to isolate CRAbs against a 
target of interest, biases in the library will be less important.  Over 90% of the analysed clones in the 
constructed  library had  insert sizes of the correct tandem‐scFv  length with few  loss‐of‐insert clones 
or faulty inserts.  These did increase however in the  input phage but this has been observed before 
(Wright,  2004).    In  fact  the  use  of  XL1‐Blue  results  in  fewer  such  clones  compared  to  TG1 
(unpublished observations) and this  is  likely to be due to the fact that they are recA deficient.   The 
main  issue resulting from such clones  is a reduction  in functional clone representation  in the  input 
phage. 
 
A project aim that was not fully met was that of using phage display to enrich the optimum inter‐scFv 
linker  length.   We observed  a bimodal distribution of  linker  lengths.   This observation was either 
artefactual and so introduced by the fact that many of the clones with an inter‐scFv linker length of 
31  amino  acids,  which  contained  four  XGGGS  repeats,  had  undergone  considerable  levels  of 
unwanted mutations most  likely due  to mis‐priming events caused by  the  repetitive nature of  the 
linker  and which  have  been  problems  for  other  investigators  (Volkel  et  al.,  2001; Wright,  2004).  
Alternatively we proposed that the bimodal enrichment in linker length was real and that it was due 
to  possible  presence  of  both monomeric  and  re‐equilibrated  dimeric  TT‐Hc  in  the  phage  display 
selections  thus  leading  to  an  optimal  “chelating”  inter‐scFv  linker  length  for  both  forms  of  the 
antigen.  Future work with TT‐Hc mutants unable to multimerise may remedy this problem. 
 
The preliminary expression of non‐phage‐fused CRAb  indicated extremely poor overall and soluble 
expression yields for the C4‐N4 and J4‐C1 clones used.  It is interesting to consider why expression of 
the CRAbs is so poor even when they contain two reasonably well expressing scFv components.  It is 
likely that it is due to the fact that the number of intra‐molecular disulphide bonds present in a CRAb 
is 4 compared to 2  in the scFv.   The CRAb  is more complex than the scFv and requires considerable 
levels of folding to attain correct conformation with great potential for mis‐folding and aggregation.  
Our observations relating to expression agree with the many others (Kontermann, 2005; Korn et al., 
2004). 
 
There are  several possible  future adaptations of  the CRAb  format  that may  improve  functionality.  
Perhaps  one  of  the  biggest  caveats  of  the  tandem‐scFv  CRAb  is  the  potential  and  seemingly 
immeasurable possibility of domain swapping between the two scFvs thus leading to removal of the 
intended  paratopic  specificities  and  so  perhaps  the  chelate  effect.    In  addition,  hypothetically, 
shorter  inter‐scFv  linkers  may  lead  to  formation  of  tetravalent  di‐tandem‐scFv  molecules  as 
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described  (Le Gall  et  al.,  2004).      These  issues  could  be  potentially  solved  by  creating  disulphide 
stabilised CRAbs based on disulphide  stabilised  scFv  components which  should exhibit  little or no 
domain  swapping.    However,  the  entire  scaffold  could  also  be  changed.    Perhaps  the  CRAb 
technology could be used with ankyrin repeat proteins (Wetzel et al., 2008), affibodies (Steffen et al., 
2005) or various other  scaffolds which are more  stable and display well.   Another aspect of CRAb 
functionality relates to pharmacokinetics.  The MW of CRAbs is around 70kDa.  Although this imparts 
a significant improvement in serum half‐life compared to scFvs, it could be improved further by using 
technologies such as polysialylation (Constantinou et al., 2008).   
 
Although  the  key  mechanism  by  which  antibodies  block  toxins  is  through  prevention  of  toxin 
localisation to its target tissue through blocking of key tropism dictating interaction sites on the toxin 
and recombinant antibodies have been shown to do this  in vivo without the need for an Fc domain 
(Mabry et al., 2005).  The question remains as to what happens to the antibody‐toxin complex once 
formed.  Due to the fact there is no Fc, and then no effector functions occur to remove the complex.  
Does the complex eventually dissociate freeing the toxin to act again? Does the use of high affinity 
recombinant  antibodies  simply  create  an  “antigen  sink” where  by  an  accumulation  of  antigen  in 
complex with circulating antibody occurs which eventually results  in a release of active  toxin upon 
dissociation?    Perhaps  therefore  the  CRAb  format  should  be  developed  further  to  include  an  Fc 
domain.   However  this would raise  the question of reduced  inter‐scFv  linker  flexibility  leading  to a 
reduction in the chelate effect. 
 
7.2 Future Directions 
Short‐term (1‐year) 
It may  be  interesting  to  conduct  further  rounds  of  phage  display  using  the  output  from  Series  2 
Round 2 using even  lower B‐TT‐Hc concentration and more stringent off‐rate selection parameters 
such as an overnight incubation with excess unlabelled antigen.  Whilst this may significantly reduce 
the  ratio  of  binders  to  background,  over  several  iterative  rounds  using  these  more  stringent 
conditions,  clones  such  as  J4‐C1  and  J2‐C1 may  eventually  dominate  over  C4‐N4.    Repeating  the 
selections  using  a  TT‐Hc  mutant  not  capable  of  oligomerisation  may  also  reveal  whether  the 
inconclusive linker length enrichment data for clone C4‐N4 was due to heterogeneity in the antigen 
preparation.   These experiments would need to be conducted in order to fully validate the potential 
of phage display to simultaneously select for optimal scFv pairing and inter‐scFv linker length. 
 
It  is  also  important  to  select  some  key  candidate CRAb  clones  and express  them  in  soluble  form.  
Perhaps  C4‐N5,  C4‐N4  and  C4‐J4  (all  potential  CRAbs  from  the  thermodynamic  phage  display 
selections) along with J4‐C1 (from the off‐rate phage display selections) are all potential candidates 
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for the proposed analysis.  For at  least one of these clones, the antibody should be expressed at all 
seven possible inter‐scFv linker lengths and the affinity/kinetic features assessed at each in order to 
comprehensively  identify  the optimum  linker  length  for  chelation.    Initial  studies described  in  this 
thesis indicate that the soluble levels of expression in E.coli are extremely poor with overall tandem‐
scFv expression reduced considerably compared to individual component scFvs.  In order to produce 
sufficient  soluble material  for  subsequent  purification  and  analyses,  conversion  to  a more  robust 
expression system such as Pichia pastoris may be necessary.  The cloning and optimisation involved 
in this may extend this stage of the research into a whole year. 
 
Medium‐term (2‐years) 
Once  sufficient quantities of  the CRAb  clones are produced, purified and  their affinity and  kinetic 
characteristics determined, a subsequent stage of the research will be to assess their functionality.  A 
micro‐titre based  in vitro assay utilising  the ganglioside GT1b  can be used  to determine CRAb  IC50
 
values and compare  these  to scFv values and gauge  the extent of  improvement  imparted by CRAb 
affinity  enhancements.    A  subsequent  step  to  this  would  be  to  develop  a  cell‐based  potency 
determination  assay.    The  primary‐like  PC12  neuronal  cell  line  has  been  used  extensively  in  the 
literature to characterise tetanus toxin neuronal binding (Qazi et al., 2006).  One could envisage this 
system being developed  to measure  the extent of CRAb mediated  toxin neutralisation utilising an 
immunofluorescence microscopy or fluorescence activated cell sorting methodology for this. 
 
Long‐term (3‐years) and beyond 
In  the  long‐term,  functionally promising CRAb  clones  identified  from  the GT1b  and neuronal  cell‐
binding assays could be assessed in an in vivo situation using a murine tetanus paralysis assay.  This 
would  involve  whole  tetanus  toxin  rather  than  the  recombinant  Hc  fragment  used  in  the  work 
described  in  this  thesis.   Time  to onset of  toxin‐induced paralysis would be measured employing a 
paralysis  scoring  system.    The  time  to  onset  for  CRAb  and  scFv  clones  would  be  compared  to 
determine in vivo CRAb potency gains.  Following successful validation of CRAbs in the tetanus toxin 
model,  it would be prudent to move onto more therapeutically and perhaps commercially relevant 
targets. 
 
As  alluded  to  at  various  points  throughout  this  thesis,  the  chelate  effect  imparted  by  CRAbs  is 
theorised  to occur  irrespective of antigen density and so  is  theoretically applicable  to both soluble 
and cell‐bound targets.  This could be proven perhaps using BIAcore experiments with low and high 
antigen density chips for measuring affinity of CRAbs and bivalent‐monospecific clones.   The higher 
affinity  of  CRAbs may  not  be  appreciated  in  situations where  the  target  is  cell  bound  such  as  in 
cancer  because  there  is  a  limit  at which  affinity  improvements  translate  to  a  therapeutic  benefit 
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(Adams et al., 2001).   Thus more  suitable  future  targets may  include  toxins  such as botulinum or 
Clostridium difficile toxins.  There are other soluble pathogenicity factors that may be suitable targets 
such as quorum sensing mediator molecules.  These are small molecules secreted by bacteria which 
essentially act as hormones and allows communication between bacterium of  the same species or 
even between species  (Huang et al., 2008).   They  rely on  this communication  to switch on various 
pathogenicity factors that facilitate successful colonisation and infection.  Cancer growth factors such 
as IL‐6 in prostate cancer may be a suitable target (Chung et al., 1999; Martin et al., 1996).  Another 
promising  target  is  TNF‐α,  involved  in many  inflammatory  diseases, which  is  one  of  the  biggest 
antibody targets both clinically and commercially. 
 
A viable approach to generating CRAbs against a new target would be to conduct phage display to 
isolate a panel of scFvs of which  the quantity and diversity  is sufficient  to  increase  the chances of 
finding  chelating  pairings.    The  initial  cloning  strategy  steps  of  producing  null‐CRAbs  and  Not  I 
mutated clones would still need to be done on a monoclonal  level.   However the subsequent PCR1 
and PCR2 steps as well as the final ligation would be conducted in a single “one‐pot” approach.  The 
resultant library would then be subjected to several rounds of affinity driven phage display with off‐
rate selections and the final output screened by DNA sequencing with subsequent characterisation of 
enriched CRAbs. 
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 Appendix 1.  DNA and Protein Sequence of the TT‐Hc fragment. 
 
 
atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccat 
 M  G  S  S  H  H  H  H  H  H  S  S  G  L  V  P  R  G  S  H  
atgaaaaaccttgattgttgggtcgacaacgaagaagacatcgatgttatcctgaaaaag 
 M  K  N  L  D  C  W  V  D  N  E  E  D  I  D  V  I  L  K  K  
tctaccattctgaacttggacatcaacaacgatattatctccgacatctctggtttcaac 
 S  T  I  L  N  L  D  I  N  N  D  I  I  S  D  I  S  G  F  N  
tcctctgttatcacatatccagatgctcaattggtgccgggcatcaacggcaaagctatc 
 S  S  V  I  T  Y  P  D  A  Q  L  V  P  G  I  N  G  K  A  I  
cacctggttaacaacgaatcttctgaagttatcgtgcacaaggccatggacatcgaatac 
 H  L  V  N  N  E  S  S  E  V  I  V  H  K  A  M  D  I  E  Y  
aacgacatgttcaacaacttcaccgttagcttctggctgcgcgttccgaaagtttctgct 
 N  D  M  F  N  N  F  T  V  S  F  W  L  R  V  P  K  V  S  A  
tcccacctggaacagtacggcactaacgagtactccatcatcagctctatgaagaaacac 
 S  H  L  E  Q  Y  G  T  N  E  Y  S  I  I  S  S  M  K  K  H  
tccctgtccatcggctctggttggtctgtttccctgaagggtaacaacctgatctggact 
 S  L  S  I  G  S  G  W  S  V  S  L  K  G  N  N  L  I  W  T  
ctgaaagactccgcgggcgaagttcgtcagatcactttccgcgacctgccggacaagttc 
 L  K  D  S  A  G  E  V  R  Q  I  T  F  R  D  L  P  D  K  F  
aacgcgtacctggctaacaaatgggttttcatcactatcactaacgatcgtctgtcttct 
 N  A  Y  L  A  N  K  W  V  F  I  T  I  T  N  D  R  L  S  S  
gctaacctgtacatcaacggcgttctgatgggctccgctgaaatcactggtctgggcgct 
 A  N  L  Y  I  N  G  V  L  M  G  S  A  E  I  T  G  L  G  A  
atccgtgaggacaacaacatcactcttaagctggaccgttgcaacaacaacaaccagtac 
 I  R  E  D  N  N  I  T  L  K  L  D  R  C  N  N  N  N  Q  Y  
gtatccatcgacaagttccgtatcttctgcaaagcactgaacccgaaagagatcgaaaaa 
 V  S  I  D  K  F  R  I  F  C  K  A  L  N  P  K  E  I  E  K  
ctgtataccagctacctgtctatcaccttcctgcgtgacttctggggtaacccgctgcgt 
 L  Y  T  S  Y  L  S  I  T  F  L  R  D  F  W  G  N  P  L  R  
tacgacaccgaatattacctgatcccggtagcttctagctctaaagacgttcagctgaaa 
 Y  D  T  E  Y  Y  L  I  P  V  A  S  S  S  K  D  V  Q  L  K  
aacatcactgactacatgtacctgaccaacgcgccgtcctacactaacggtaaactgaac 
 N  I  T  D  Y  M  Y  L  T  N  A  P  S  Y  T  N  G  K  L  N  
atctactaccgacgtctgtacaacggcctgaaattcatcatcaaacgctacactccgaac 
 I  Y  Y  R  R  L  Y  N  G  L  K  F  I  I  K  R  Y  T  P  N  
aacgaaatcgattctttcgttaaatctggtgacttcatcaaactgtacgtttcttacaac 
 N  E  I  D  S  F  V  K  S  G  D  F  I  K  L  Y  V  S  Y  N  
aacaacgaacacatcgttggttacccgaaagacggtaacgctttcaacaacctggacaga 
 N  N  E  H  I  V  G  Y  P  K  D  G  N  A  F  N  N  L  D  R  
attctgcgtgttggttacaacgctccgggtatcccgctgtacaaaaaaatggaagctgtt 
 I  L  R  V  G  Y  N  A  P  G  I  P  L  Y  K  K  M  E  A  V  
aaactgcgtgacctgaaaacctactctgttcagctgaaactgtacgacgacaaaaacgct 
 K  L  R  D  L  K  T  Y  S  V  Q  L  K  L  Y  D  D  K  N  A  
tctctgggtctggttggtacccacaacggtcagatcggtaacgacccgaaccgtgacatc 
 S  L  G  L  V  G  T  H  N  G  Q  I  G  N  D  P  N  R  D  I  
ctgatcgcttctaactggtacttcaaccacctgaaagacaaaatcctgggttgcgactgg 
 L  I  A  S  N  W  Y  F  N  H  L  K  D  K  I  L  G  C  D  W  
tacttcgttccgaccgatgaaggttggaccaacgactaa 
 Y  F  V  P  T  D  E  G  W  T  N  D  - 
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Appendix 2.  Anti‐TT‐Hc scFv DNA Sequences. 
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Appendix 3.  Tandem‐scFv linker library validation (Chapter 5) sequencing.  N‐terminal leader 
sequence and C‐terminal epitope tags are also included. 
 
Clone 1A: C4‐N4 (Linker 1: 11 amino acids)  
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagctgcagctgcaggagtccggcccaggacgggtgaggccttcacagaccctg 
 M  A  Q  L  Q  L  Q  E  S  G  P  G  R  V  R  P  S  Q  T  L  
tccctcacctgcattgtctctggtgtctccatttctagtcctaattattactggagttgg 
 S  L  T  C  I  V  S  G  V  S  I  S  S  P  N  Y  Y  W  S  W  
gtccgccagctcccagggaagggcctggagtggattgcgtccatctcgtacagtgggacc 
 V  R  Q  L  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  I  S  Y  S  G  T  
acttacttcaacccgtccctcaagagtcgcgttgacatatcaggggacacgtctaagaac 
 T  Y  F  N  P  S  L  K  S  R  V  D  I  S  G  D  T  S  K  N  
cagttgtccctgaacctgaggtctgtgactgccgcggacacggccgtgtatttttgtgtg 
 Q  L  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  F  C  V  
aggtcttttatgaatacgttggggggacttgtcgactcctacggtatggacgtctggggc 
 R  S  F  M  N  T  L  G  G  L  V  D  S  Y  G  M  D  V  W  G  
caggggacaatggtcaccgtctcttcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggc 
 Q  G  T  M  V  T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  
ggtggcggatcggacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctattgga 
 G  G  G  S  D  I  Q  M  T  Q  S  P  S  T  L  S  A  S  I  G  
gacagagtcaccatcacctgccgggccagtgagggtatttatcactggttggcctggtat 
 D  R  V  T  I  T  C  R  A  S  E  G  I  Y  H  W  L  A  W  Y  
cagcagaagccagggaaagcccctaaactcctgatctataaggcctctagtttagccagt 
 Q  Q  K  P  G  K  A  P  K  L  L  I  Y  K  A  S  S  L  A  S  
ggggccccatcaaggttcagcggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagc 
 G  A  P  S  R  F  S  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  S  
agcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatatggtaattatccgctc 
 S  L  Q  P  D  D  F  A  T  Y  Y  C  Q  Q  Y  G  N  Y  P  L  
actttcggcggagggaccaagctggagatcaaacgtgcggccgcaggaagcggtggtgct 
 T  F  G  G  G  T  K  L  E  I  K  R  A  A  A  G  S  G  G  A  
agtgcaagccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtcc 
 S  A  S  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  
ctgagactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtc 
 L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  
cggcaagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagt 
 R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  
ataggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaac 
 I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  
tccctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtg 
 S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  
agagatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcg 
 R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  
agtggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttg 
 S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  
acgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctgga 
 T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  
agcacctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagcc 
 S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  
cccaaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctct 
 P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  
293 
 
ggctccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgag 
 G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  
gctgattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggacc 
 A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  
aagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaa 
 K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  A  A  E  Q  
aaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
 K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
Clone 1B: J4‐C4 (Linker 1: 11 amino acids) 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagctgcagctgcaggagtccggcccaggacgggtgaggccttcacagaccctg 
 M  A  Q  L  Q  L  Q  E  S  G  P  G  R  V  R  P  S  Q  T  L  
tccctcacctgcattgtctctggtgtctccatttctagtcctaattattactggagttgg 
 S  L  T  C  I  V  S  G  V  S  I  S  S  P  N  Y  Y  W  S  W  
gtccgccagctcccagggaagggcctggagtggattgcgtccatctcgtacagtgggacc 
 V  R  Q  L  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  I  S  Y  S  G  T  
acttacttcaacccgtccctcaagagtcgcgttgacatatcaggggacacgtctaagaac 
 T  Y  F  N  P  S  L  K  S  R  V  D  I  S  G  D  T  S  K  N  
cagttgtccctgaacctgaggtctgtgactgccgcggacacggccgtgtatttttgtgtg 
 Q  L  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  F  C  V  
aggtcttttatgaatacgttggggggacttgtcgactcctacggtatggacgtctggggc 
 R  S  F  M  N  T  L  G  G  L  V  D  S  Y  G  M  D  V  W  G  
caggggacaatggtcaccgtctcttcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggc 
 Q  G  T  M  V  T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  
ggtggcggatcggacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctattgga 
 G  G  G  S  D  I  Q  M  T  Q  S  P  S  T  L  S  A  S  I  G  
gacagagtcaccatcacctgccgggccagtgagggtatttatcactggttggcctggtat 
 D  R  V  T  I  T  C  R  A  S  E  G  I  Y  H  W  L  A  W  Y  
cagcagaagccagggaaagcccctaaactcctgatctataaggcctctagtttagccagt 
 Q  Q  K  P  G  K  A  P  K  L  L  I  Y  K  A  S  S  L  A  S  
ggggccccatcaaggttcagcggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagc 
 G  A  P  S  R  F  S  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  S  
agcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatatggtaattatccgctc 
 S  L  Q  P  D  D  F  A  T  Y  Y  C  Q  Q  Y  G  N  Y  P  L  
actttcggcggagggaccaagctggaaatcaaacgtgcggccgcaggaagcggtggtgct 
 T  F  G  G  G  T  K  L  E  I  K  R  A  A  A  G  S  G  G  A  
agtgcaagccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagacc 
 S  A  S  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  
ctctcactcacntgcgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggcac 
 L  S  L  X  C  A  I  S  G  D  S  V  S  S  N  S  A  A  W  H  
tggatcaggcagtccccatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtcc 
 W  I  R  Q  S  P  S  R  G  L  E  W  L  G  R  T  Y  Y  R  S  
aactggtataatgattatgcactatctgtgaaaggtcgaataaccatcaacccagacaca 
 N  W  Y  N  D  Y  A  L  S  V  K  G  R  I  T  I  N  P  D  T  
tccaagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtat 
 S  K  N  Q  F  S  L  Q  L  N  S  V  T  P  E  D  T  A  V  Y  
tactgtgcaagagggggtaggggctggctttttgactactggggccagggcaccctggtc 
 Y  C  A  R  G  G  R  G  W  L  F  D  Y  W  G  Q  G  T  L  V  
accgtctcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcac 
 T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  H  
294 
 
gttatactgactcaacctcgctcagtgtccgggtttcctggacagtcagtcaccatctcc 
 V  I  L  T  Q  P  R  S  V  S  G  F  P  G  Q  S  V  T  I  S  
tgcactggaaccagcagtgatgttggtggttatcactatgtctcctggtaccaacagcac 
 C  T  G  T  S  S  D  V  G  G  Y  H  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  
ccaggcaaagcccccagactcatgatttatgaagtcactagtcggccctcaggggtttct 
 P  G  K  A  P  R  L  M  I  Y  E  V  T  S  R  P  S  G  V  S  
aatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctcagggctccag 
 N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  
gctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcacccgttatgtc 
 A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  S  S  S  T  R  Y  V  
ttcggaactgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcac 
 F  G  T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  
ggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 2A: N4‐J4  (Linker 2:  16 amino acids) 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  
ctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtcagggtggcggaagcggtgctagtgca 
 L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  Q  G  G  G  S  G  A  S  A  
agccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctca 
 S  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  S  
ctcacctgcgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggcactggatc 
 L  T  C  A  I  S  G  D  S  V  S  S  N  S  A  A  W  H  W  I  
aggcagtccccatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaactgg 
295 
 
 R  Q  S  P  S  R  G  L  E  W  L  G  R  T  Y  Y  R  S  N  W  
tataatgattatgcactatctgtgaaaggtcgaataaccatcaacccagacacatccaag 
 Y  N  D  Y  A  L  S  V  K  G  R  I  T  I  N  P  D  T  S  K  
aaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattactgt 
 N  Q  F  S  L  Q  L  N  S  V  T  P  E  D  T  A  V  Y  Y  C  
gcaagagggggtaggggctggctttttgactactggggccagggcaccctggtcaccgtc 
 A  R  G  G  R  G  W  L  F  D  Y  W  G  Q  G  T  L  V  T  V  
tcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcacgttata 
 S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  H  V  I  
ctgactcaacctcgctcagtgtccgggtttcctggacagtcagtcaccatctcctgcact 
 L  T  Q  P  R  S  V  S  G  F  P  G  Q  S  V  T  I  S  C  T  
ggaaccagcagtgatgttggtggttatcactatgtctcctggtaccaacagcacccaggc 
 G  T  S  S  D  V  G  G  Y  H  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  
aaagcccccagactcatgatttatgaagtcactagtcggccctcaggggtttctaatcgc 
 K  A  P  R  L  M  I  Y  E  V  T  S  R  P  S  G  V  S  N  R  
ttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctcagggctccaggctgag 
 F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  
gacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcacccgttatgtcttcgga 
 D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  S  S  S  T  R  Y  V  F  G  
actgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggggcc 
 T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  A  
gcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 2B: N4‐N4  (Linker 2:  16 amino acids) 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
296 
 
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  
ctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggttgcggtggcggaagcggtgctagtgca 
 L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  C  G  G  G  S  G  A  S  A  
agccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctgaga 
 S  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  R  
ctctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccggcaa 
 L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  Q  
gctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtataggc 
 A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  G  
tatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactccctg 
 Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  L  
tatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgagagat 
 Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  D  
cgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagtggt 
 R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  G  
ggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacgcag 
 G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  Q  
ccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagcacc 
 P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  T  
tccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagcccccaaa 
 S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  K  
ctcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggctcc 
 L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  S  
aagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggctgat 
 K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  D  
tattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaagctg 
 Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  L  
accgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactc 
 T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  A  A  E  Q  K  L  
atctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
 I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 3A: N4‐C1   (Linker 3:  21 amino acids) 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
297 
 
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcgganggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  X  T  K  
ctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggttgcggtggcggaagcgcgggtggcgga 
 L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  C  G  G  G  S  A  G  G  G  
agcggtgctagtgcaagccaggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaagcct 
 S  G  A  S  A  S  Q  V  Q  L  Q  E  S  G  P  G  L  V  K  P  
tcacagaccctgtccctcacttgcactgtctctggtggctccatctacagtggtaactac 
 S  Q  T  L  S  L  T  C  T  V  S  G  G  S  I  Y  S  G  N  Y  
tgctggagctggatccgccaggtcccagggaagggcctggagtggattgcgtccagctgt 
 C  W  S  W  I  R  Q  V  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  S  C  
ttcactgggaccactcactacaacccgtccctcaaaagtctagttgccctatcaatggac 
 F  T  G  T  T  H  Y  N  P  S  L  K  S  L  V  A  L  S  M  D  
acatcgaagaaccagttctccctgaacctgcgctctgtgactgccgcggacacggccgta 
 T  S  K  N  Q  F  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  
tattattgtgcgaggtcttttatgaatacattggggggagttgtcgagacctacggtatt 
 Y  Y  C  A  R  S  F  M  N  T  L  G  G  V  V  E  T  Y  G  I  
gacgtctggggcagaggcaccctggtcaccgtcccctcaggtggaggcggttcaggcgga 
 D  V  W  G  R  G  T  L  V  T  V  P  S  G  G  G  G  S  G  G  
ggtggcagcggcggtggcggatcgtctgagctgactcaggaccctgctgtgtctgtggcc 
 G  G  S  G  G  G  G  S  S  E  L  T  Q  D  P  A  V  S  V  A  
ttgggacagacagtcaggatcacatgccaaggagacagcctcagaagctattatgcaagc 
 L  G  Q  T  V  R  I  T  C  Q  G  D  S  L  R  S  Y  Y  A  S  
tggtaccagcagaagccaggacaggcccctgtacttgtcatctatggtaaaaacaaccgg 
 W  Y  Q  Q  K  P  G  Q  A  P  V  L  V  I  Y  G  K  N  N  R  
ccctcagggatcccagaccgattctctggctccagctcaggaaacacagcttccttgacc 
 P  S  G  I  P  D  R  F  S  G  S  S  S  G  N  T  A  S  L  T  
atcactggggctcaggcggaagatgaggctgactattactgtaactcccgggacagcagt 
 I  T  G  A  Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  N  S  R  D  S  S  
ggtaaccatgtggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacat 
 G  N  H  V  V  F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  
catcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggg 
 H  H  H  H  H  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  
gccgcatag 
 A  A  -   
 
Clone 3B: C4‐N4   (Linker 3:  21 amino acids) 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccaggtgcagctgcaggagtccggcccaggacgggtgaggccttcacagaccctg 
 M  A  Q  L  Q  L  Q  E  S  G  P  G  R  V  R  P  S  Q  T  L  
tccctcacctgcattgtctctggtgtctccatttctagtcctaattattactggagttgg 
 S  L  T  C  I  V  S  G  V  S  I  S  S  P  N  Y  Y  W  S  W  
gtccgccagctcccagggaagggcctggagtggattgcgtccatctcgtacagtgggacc 
 V  R  Q  L  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  I  S  Y  S  G  T  
298 
 
acttacttcaacccgtccctcgggagtcgcgttgacatatcaggggacacgtctaagaac 
 T  Y  F  N  P  S  L  G  S  R  V  D  I  S  G  D  T  S  K  N  
cagttgtccctgaacctgaggtctgtgactgccgcggacacggccgtgtatttttgtgtg 
 Q  L  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  F  C  V  
aggtcttttatgaatacgttggggggacttgtcgactcctacggtatggacgtctggggc 
 R  S  F  M  N  T  L  G  G  L  V  D  S  Y  G  M  D  V  W  G  
caggggacaatgggcaccgtctcttcaggtggaggcggttcacgcggaggtggcagcggc 
 Q  G  T  M  G  T  V  S  S  G  G  G  G  S  R  G  G  G  S  G  
ggtggcggatctgacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctattgga 
 G  G  G  S  D  I  Q  M  T  Q  S  P  S  T  L  S  A  S  I  G  
gacagagtcaccatcacctgccgggccagtgagggtatttatcactggttggcctgttat 
 D  R  V  T  I  T  C  R  A  S  E  G  I  Y  H  W  L  A  C  Y  
cagcacaagccagggaaagcccctaaactcctgatctataaggcctctagtttagccagt 
 Q  H  K  P  G  K  A  P  K  L  L  I  Y  K  A  S  S  L  A  S  
ggggccccatcaaggttcagcggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagc 
 G  A  P  S  R  F  S  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  S  
agcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatatggtaattatccgctc 
 S  L  Q  P  D  D  F  A  T  Y  Y  C  Q  Q  Y  G  N  Y  P  L  
actttcagcgggtggaccaagctggagatcaaacgtgcggccgcaggaagcggacacggt 
 T  F  S  G  W  T  K  L  E  I  K  R  A  A  A  G  S  G  H  G  
ggcggaagcacgggtggcggaagcggtgctagtgcaagccagatgcagctggtgcagtct 
 G  G  S  T  G  G  G  S  G  A  S  A  S  Q  M  Q  L  V  Q  S  
gggggaggcttggtacagcctggcaggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattc 
 G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  
acctttgatgattatgccatgcactgggtccggcaagctccagggaagggcctggagtgg 
 T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  
gtatcaggtattaattggaatagtggaagtataggctatgcggactctgtgaagggccga 
 V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  
ttcaccatctccagagacaacgccaagaactccctgtatttgcaaatgaacagtctgaga 
 F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  
gctgaggacacggccttatattattgtgtgagagatcgcgtgggtgggtcttttgatata 
 A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  
tggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagtggtggaggcggtacaggcggaggtggc 
 W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  
agcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctgcggcccca 
 S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  
ggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagcacctccaacattgggaataattatgtc 
 G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  
tcctggtaccaacagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgagggcagtaag 
 S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  
cggccctcaggggtttataatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctg 
 R  P  S  G  V  Y  N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  
acaatctgtgggctccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaacc 
 T  I  C  G  L  Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  
aggagcactcgagttttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacat 
 R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  
catcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggg 
 H  H  H  H  H  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  
gccgcatag 
  A  A  - 
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Clone 4A: J4‐N4 (Linker 4: 26 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctc 
 M  A  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  
tcactcacctgcgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggcactgg 
 S  L  T  C  A  I  S  G  D  S  V  S  S  N  S  A  A  W  H  W  
atcaggcagtccccatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaac 
 I  R  Q  S  P  S  R  G  L  E  W  L  G  R  T  Y  Y  R  S  N  
tggtataatgattatgcactatctgtgaaaggtcgaataaccatcaacccagacacatcc 
 W  Y  N  D  Y  A  L  S  V  K  G  R  I  T  I  N  P  D  T  S  
aagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattac 
 K  N  Q  F  S  L  Q  L  N  S  V  T  P  E  D  T  A  V  Y  Y  
tgtgcaagagggggtaggggctggctttttgactactggggccagggcaccctggtcacc 
 C  A  R  G  G  R  G  W  L  F  D  Y  W  G  Q  G  T  L  V  T  
gtctcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcacgtt 
 V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  H  V  
atactgactcaacctcgctcagtgtccgggtttcctggacagtcagtcaccatctcctgc 
 I  L  T  Q  P  R  S  V  S  G  F  P  G  Q  S  V  T  I  S  C  
actggaaccagcagtgatgttggtggttatcactatgtctcctggtaccaacagcaccca 
 T  G  T  S  S  D  V  G  G  Y  H  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  
ggcaaagcccccagactcatgatttatgaagtcactagtcggccctcaggggtttctaat 
 G  K  A  P  R  L  M  I  Y  E  V  T  S  R  P  S  G  V  S  N  
cgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctcagggctccaggct 
 R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  
gaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcacccgttatgtcttc 
 E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  S  S  S  T  R  Y  V  F  
ggaactgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtcagggtggcgga 
 G  T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  Q  G  G  G  
agcgggggtggcggaagctggggtggcggaagcggtgctagtgcaagccagatgcagctg 
 S  G  G  G  G  S  W  G  G  G  S  G  A  S  A  S  Q  M  Q  L  
gtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctgagactctcctgtgcagcc 
 V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  R  L  S  C  A  A  
tctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccggcaagctccagggaagggc 
 S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  Q  A  P  G  K  G  
ctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtataggctatgcggactctgtg 
 L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  G  Y  A  D  S  V  
aagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactccctgtatttgcaaatgaac 
 K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  L  Y  L  Q  M  N  
agtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgagagatcgcgtgggtgggtct 
 S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  D  R  V  G  G  S  
tttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagtggtggaggcggtacaggc 
 F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  G  G  G  G  T  G  
ggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtct 
 G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  
gcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagcacctccaacattgggaat 
 A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  
aattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgag 
 N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  E  
ggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacg 
 G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  
300 
 
gcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctca 
 A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  
tatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcg 
 Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  
gcggcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggat 
 A  A  H  H  H  H  H  H  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  
ctgaatggggccgcatag 
 L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 4B: N4‐N4 (Linker 4: 26 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  
ctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtcacggtggcggaagcgtgggtggcgga 
 L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  H  G  G  G  S  V  G  G  G  
agcgggggtggcggaagcggtgctagtgcaagccagatgcagctggtgcagtctggggga 
 S  G  G  G  G  S  G  A  S  A  S  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  
ggcttggtacagcctggcaggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcaccttt 
 G  L  V  Q  P  G  R  S  L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  
gatgattatgccatgcactgggtccggcaagctccagggaagggcctggagtgggtctca 
 D  D  Y  A  M  H  W  V  R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  
ggtattaattggaatagtggaagtataggctatgcggactctgtgaagggccgattcacc 
 G  I  N  W  N  S  G  S  I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  
atctccagagacaacgccaagaactccctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgag 
 I  S  R  D  N  A  K  N  S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  
gacacggccttatattattgtgtgagagatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggc 
 D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  
301 
 
aaaggcaccctggtcaccgtctcgagtggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggc 
 K  G  T  L  V  T  V  S  S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  
ggtggcggatcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacag 
 G  G  G  S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  
aaggtcaccatttcctgctctggaagcacctccaacattgggaataattatgtctcctgg 
 K  V  T  I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  
taccaacagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgagggcagtaagcggccc 
 Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  
tcaggggtttctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgacaatc 
 S  G  V  S  N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  
tctgggctccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaaccaggagc 
 S  G  L  Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  
actcgagttttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcat 
 T  R  V  F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  
caccatcacggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgca 
 H  H  H  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  
tag 
 - 
 
 
 
Clone 5A: C4‐N4 (Linker 5: 31 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagctgcagctgcaggagtccggcccaggacgggtgaggccttcacagaccctg 
 M  A  Q  L  Q  L  Q  E  S  G  P  G  R  V  R  P  S  Q  T  L  
tccctcacctgcattgtctctggtgtctccatttctagtcctaattattactggagttgg 
 S  L  T  C  I  V  S  G  V  S  I  S  S  P  N  Y  Y  W  S  W  
gtccgccagctcccagggaagggcctggagtggattgcgtccatctcgtacagtgggacc 
 V  R  Q  L  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  I  S  Y  S  G  T  
acttacttcaacccgtccctcaagagtcgcgttgacatatcaggggacacgtctaagaac 
 T  Y  F  N  P  S  L  K  S  R  V  D  I  S  G  D  T  S  K  N  
cagttgtccctgaacctgaggtctgtgactgccgcggacacggccgtgtatttttgtgtg 
 Q  L  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  F  C  V  
aggtcttttatgaatacgttggggggacttgtcgactcctacggtatggacgtctggggc 
 R  S  F  M  N  T  L  G  G  L  V  D  S  Y  G  M  D  V  W  G  
caggggacaatggtcaccgtctcttcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggc 
 Q  G  T  M  V  T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  
ggtggcggatcggacatccagatgacccagtctccttccaccctgtctgcatctattgga 
 G  G  G  S  D  I  Q  M  T  Q  S  P  S  T  L  S  A  S  I  G  
gacagagtcaccatcacctgccgggccagtgagggtatttatcactggttggcctggtat 
 D  R  V  T  I  T  C  R  A  S  E  G  I  Y  H  W  L  A  W  Y  
cagcagaagccagggaaagcccctaaactcctgatctataaggcctctagtttagccagt 
 Q  Q  K  P  G  K  A  P  K  L  L  I  Y  K  A  S  S  L  A  S  
ggggccccatcaaggttcagcggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagc 
 G  A  P  S  R  F  S  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  S  
agcctgcagcctgatgattttgcaacttattactgccaacaatatggtaattatccgctc 
 S  L  Q  P  D  D  F  A  T  Y  Y  C  Q  Q  Y  G  N  Y  P  L  
actttcggcggagggaccaagctggagatcaaacgtgcggccgcaggaagcgatggcagt 
 T  F  G  G  G  T  K  L  E  I  K  R  A  A  A  G  S  D  G  S  
ggcggaaactagggtggcggaagcaaggatggcagaagcgaaggtagcggaagctgggat 
 G  G  N  -  G  G  G  S  K  D  G  R  S  E  G  S  G  S  W  D  
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ggcggaagcggagctagtgcaaaccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggta 
 G  G  S  G  A  S  A  N  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  
cagcctggcaggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattat 
 Q  P  G  R  S  L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  
gccatgcactgggtccggcaagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaat 
 A  M  H  W  V  R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  
tggaatagtggaagtataggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccaga 
 W  N  S  G  S  I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  
gacaacgccaagaactccctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggcc 
 D  N  A  K  N  S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  
ttatattattgtgtgagagatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcacc 
 L  Y  Y  C  V  R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  
ctggtcaccgtctcgagtggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcgga 
 L  V  T  V  S  S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  
tcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcacc 
 S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  
atttcctgctctggaagcacctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacag 
 I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  
cacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtt 
 H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  
tctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctc 
 S  N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  
caggctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagtt 
 Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  
ttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcac 
 F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  
ggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 5B: J4‐C1 (Linker 5: 31 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctc 
 M  A  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  
tcactcacctgcgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggcactgg 
 S  L  T  C  A  I  S  G  D  S  V  S  S  N  S  A  A  W  H  W  
atcaggcagtccccatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaac 
 I  R  Q  S  P  S  R  G  L  E  W  L  G  R  T  Y  Y  R  S  N  
tggtataatgattatgcactatctgtgaaaggtcgaataaccatcaacccagacacatcc 
 W  Y  N  D  Y  A  L  S  V  K  G  R  I  T  I  N  P  D  T  S  
aagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattac 
 K  N  Q  F  S  L  Q  L  N  S  V  T  P  E  D  T  A  V  Y  Y  
tgtgcaagagggggtaggggctggctttttgactactggggccagggcaccctggtcacc 
 C  A  R  G  G  R  G  W  L  F  D  Y  W  G  Q  G  T  L  V  T  
gtctcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcacgtt 
 V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  H  V  
atactgactcaacctcgctcagtgtccgggtttcctggacagtcagtcaccatctcctgc 
 I  L  T  Q  P  R  S  V  S  G  F  P  G  Q  S  V  T  I  S  C  
actggaaccagcagtgatgttggtggttatcactatgtctcctggtaccaacagcaccca 
 T  G  T  S  S  D  V  G  G  Y  H  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  
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ggcaaagcccccagactcatgatttatgaagtcactagtcggccctcaggggtttctaat 
 G  K  A  P  R  L  M  I  Y  E  V  T  S  R  P  S  G  V  S  N  
cgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctcagggctccaggct 
 R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  
gaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcacccgttatgtcttc 
 E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  S  S  S  T  R  Y  V  F  
ggaactgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtatgggtggcgga 
 G  T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  M  G  G  G  
agcctgggtggcggaagccagggtggcggaagcatgggaggcagaagcggtgctagtgca 
 S  L  G  G  G  S  Q  G  G  G  S  M  G  G  R  S  G  A  S  A  
agccaggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaagccttcacagaccctgtcc 
 S  Q  V  Q  L  Q  E  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  S  
ctcacttgcactgtctctggtggctccatctacagtggtaactactgctggagctggatc 
 L  T  C  T  V  S  G  G  S  I  Y  S  G  N  Y  C  W  S  W  I  
cgccaggtcccagggaagggcctggagtggattgcgtccagctgtttcactgggaccact 
 R  Q  V  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  S  C  F  T  G  T  T  
cactacaacccgtccctcaaaagtctagttgccctatcaatggacacatcgaagaaccag 
 H  Y  N  P  S  L  K  S  L  V  A  L  S  M  D  T  S  K  N  Q  
ttctccctgaacctgcgctctgtgactgccgcggacacggccgtatattattgtgcgagg 
 F  S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  Y  C  A  R  
tcttttatgaatacattggggggagttgtcgagacctacggtattgacgtctggggcaga 
 S  F  M  N  T  L  G  G  V  V  E  T  Y  G  I  D  V  W  G  R  
ggcaccctggtcaccgtcccctcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggt 
 G  T  L  V  T  V  P  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  
ggcggatcgtctgagctgactcaggaccctgctgtgtctgtggccttgggacagacagtc 
 G  G  S  S  E  L  T  Q  D  P  A  V  S  V  A  L  G  Q  T  V  
aggatcacatgccaaggagacagcctcagaagctattatgcaagctggtaccagcagaag 
 R  I  T  C  Q  G  D  S  L  R  S  Y  Y  A  S  W  Y  Q  Q  K  
ccaggacaggcccctgtacttgtcatctatggtaaaaacaaccggccctcagggatccca 
 P  G  Q  A  P  V  L  V  I  Y  G  K  N  N  R  P  S  G  I  P  
gaccgattctctggctccagctcaggaaacacagcttccttgaccatcactggggctcag 
 D  R  F  S  G  S  S  S  G  N  T  A  S  L  T  I  T  G  A  Q  
gcggaagatgaggctgactattactgtaactcccgggacagcagtggtaaccatgtggta 
 A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  N  S  R  D  S  S  G  N  H  V  V  
ttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcac 
 F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  
ggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
 G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 6A: N4‐N4 (Linker 6: 39 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
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ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  
ctgaccgtcctaagtgcggccgcaggaagcggttagggtggcggaagcggtgctagtgca 
 L  T  V  L  S  A  A  A  G  S  G  -  G  G  G  S  G  A  S  A  
agcgaagcgccgcagaacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaaccggcgggcagcaac 
 S  E  A  P  Q  N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  P  A  G  S  N  
cagccggcggaacagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcagg 
 Q  P  A  E  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  
tccctgagactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgg 
 S  L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  
gtccggcaagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtgga 
 V  R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  
agtataggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaag 
 S  I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  
aactccctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgt 
 N  S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  
gtgagagatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtc 
 V  R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  
tcgagtggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtg 
 S  S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  
ttgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctct 
 L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  
ggaagcacctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaa 
 G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  
gcccccaaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttc 
 A  P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  
tctggctccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggac 
 S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  
gaggctgattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggaggg 
 E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  
accaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggggccgcagaa 
 T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  A  A  E  
caaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
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Clone 6B: J4‐N4 (Linker 6: 39 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccaggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctc 
 M  A  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  
tcactcacctgcgccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggcactgg 
 S  L  T  C  A  I  S  G  D  S  V  S  S  N  S  A  A  W  H  W  
atcaggcagtccccatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaac 
 I  R  Q  S  P  S  R  G  L  E  W  L  G  R  T  Y  Y  R  S  N  
tggtataatgattatgcactatctgtgaaaggtcgaataaccatcaacccagacacatcc 
 W  Y  N  D  Y  A  L  S  V  K  G  R  I  T  I  N  P  D  T  S  
aagaaccagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattac 
 K  N  Q  F  S  L  Q  L  N  S  V  T  P  E  D  T  A  V  Y  Y  
tgtgcaagagggggtaggggctggctttttgactactggggccagggcaccctggtcacc 
 C  A  R  G  G  R  G  W  L  F  D  Y  W  G  Q  G  T  L  V  T  
gtctcgagtggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcacgtt 
 V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  H  V  
atactgactcaacctcgctcagtgtccgggtttcctggacagtcagtcaccatctcctgc 
 I  L  T  Q  P  R  S  V  S  G  F  P  G  Q  S  V  T  I  S  C  
actggaaccagcagtgatgttggtggttatcactatgtctcctggtaccaacagcaccca 
 T  G  T  S  S  D  V  G  G  Y  H  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  
ggcaaagcccccagactcatgatttatgaagtcactagtcggccctcaggggtttctaat 
 G  K  A  P  R  L  M  I  Y  E  V  T  S  R  P  S  G  V  S  N  
cgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctcagggctccaggct 
 R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  
gaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcacccgttatgtcttc 
 E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  S  S  S  T  R  Y  V  F  
ggaactgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtaacggtggcgga 
 G  T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  N  G  G  G  
agcggtgctagtgcaagcgaagcgccgcagaacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaa 
 S  G  A  S  A  S  E  A  P  Q  N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  
ccggcgggcagcaaccagccggcggaacagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttg 
 P  A  G  S  N  Q  P  A  E  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  
gtacagcctggcaggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgat 
 V  Q  P  G  R  S  L  R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  
tatgccatgcactgggtccggcaagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtatt 
 Y  A  M  H  W  V  R  Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  
aattggaatagtggaagtataggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctcc 
 N  W  N  S  G  S  I  G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  
agagacaacgccaagaactccctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacg 
 R  D  N  A  K  N  S  L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  
gccttatattattgtgtgagagatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggc 
 A  L  Y  Y  C  V  R  D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  
accctggtcaccgtctcgagtggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggc 
 T  L  V  T  V  S  S  G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  
ggatcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtc 
 G  S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  
accatttcctgctctggaagcacctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaa 
 T  I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  
cagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggg 
 Q  H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  
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gtttctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctggg 
 V  S  N  R  F  S  G  S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  
ctccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcga 
 L  Q  A  E  D  E  A  D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  
gttttcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccat 
 V  F  G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  
cacggggccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
 H  G  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 7A: N4‐C2 (Linker 7: 44 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccagatgcagctggtgcagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctg 
 M  A  Q  M  Q  L  V  Q  S  G  G  G  L  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgcagcctctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccgg 
 R  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  D  D  Y  A  M  H  W  V  R  
caagctccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattaattggaatagtggaagtata 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  S  G  I  N  W  N  S  G  S  I  
ggctatgcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcc 
 G  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  N  S  
ctgtatttgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccttatattattgtgtgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  A  E  D  T  A  L  Y  Y  C  V  R  
gatcgcgtgggtgggtcttttgatatatggggcaaaggcaccctggtcaccgtctcgagt 
 D  R  V  G  G  S  F  D  I  W  G  K  G  T  L  V  T  V  S  S  
ggtggaggcggtacaggcggaggtggcagcggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacg 
 G  G  G  G  T  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  
cagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatttcctgctctggaagc 
 Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  
acctccaacattgggaataattatgtctcctggtaccaacagcacccaggcaaagccccc 
 T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  
aaactcatgatttatgagggcagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggc 
 K  L  M  I  Y  E  G  S  K  R  P  S  G  V  S  N  R  F  S  G  
tccaagtctggcaacacggcctccctgacaatctctgggctccaggctgaggacgaggct 
 S  K  S  G  N  T  A  S  L  T  I  S  G  L  Q  A  E  D  E  A  
gattattactgcagctcatatacaaccaggagcactcgagttttcggcggagggaccaag 
 D  Y  Y  C  S  S  Y  T  T  R  S  T  R  V  F  G  G  G  T  K  
ctgaccgtcctaggtgcggccgcaggaagcggtctcggtggcggaagcgggggtggcgga 
 L  T  V  L  G  A  A  A  G  S  G  L  G  G  G  S  G  G  G  G  
agcggtgctagtgcaagcgaagcgccgcagaacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaa 
 S  G  A  S  A  S  E  A  P  Q  N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  
ccagcgggcagcaaccagccggcggaagaagtgcagctggtgcagtctggggctgaggtg 
 P  A  G  S  N  Q  P  A  E  E  V  Q  L  V  Q  S  G  A  E  V  
aagaagcctgggacctcagtgaaggtctcctgcaagacttctgggtacaccttcacgggc 
 K  K  P  G  T  S  V  K  V  S  C  K  T  S  G  Y  T  F  T  G  
tattctgttcagtgggtgcgacaggcccctgggcaagggcttgagtggatgggatggatc 
 Y  S  V  Q  W  V  R  Q  A  P  G  Q  G  L  E  W  M  G  W  I  
aactctcacagtggtgacacaaagtatgcgcagaagtttcagggcagggtcaccatgacc 
 N  S  H  S  G  D  T  K  Y  A  Q  K  F  Q  G  R  V  T  M  T  
agggacacgtccatcagcacagcctacatggaactgaggagactgaaatttgacgacacg 
 R  D  T  S  I  S  T  A  Y  M  E  L  R  R  L  K  F  D  D  T  
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gccgtgtattattgtgcgacgctgagaccttacgatttggttggcggctggggccaaggg 
 A  V  Y  Y  C  A  T  L  R  P  Y  D  L  V  G  G  W  G  Q  G  
acaatagtcaccgtctcttcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggc 
 T  I  V  T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  
ggatcgtctgagctgactcaggaccctgctgtgtctgtggccttggggcagacagtcagg 
 G  S  S  E  L  T  Q  D  P  A  V  S  V  A  L  G  Q  T  V  R  
atcacatgccaaggagacagcctcagaagctattatgcaagctggtaccagcagaagcca 
 I  T  C  Q  G  D  S  L  R  S  Y  Y  A  S  W  Y  Q  Q  K  P  
ggacaggcccctgtacttgtcatctatggtaaaaacaaccggccctcagggatcccagac 
 G  Q  A  P  V  L  V  I  Y  G  K  N  N  R  P  S  G  I  P  D  
cgattctctggctccagctcaggaaacacagcttccttgaccatcactggggctcaggcg 
 R  F  S  G  S  S  S  G  N  T  A  S  L  T  I  T  G  A  Q  A  
gaagatgaggctgactattactgtaactcccgggacagcagtggtaaccatgtggtattc 
 E  D  E  A  D  Y  Y  C  N  S  R  D  S  S  G  N  H  V  V  F  
ggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggg 
 G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  
gccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
  A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
 
 
 
Clone 7A: N5‐C1 (Linker 7: 44 amino acids) 
 
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctatgcggcccagccggcc 
 V  K  K  L  L  F  A  I  P  L  V  V  P  F  Y  A  A  Q  P  A  
atggcccaggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagcctgggaggtccctg 
 M  A  Q  V  Q  L  V  E  S  G  G  G  V  V  Q  P  G  R  S  L  
agactctcctgtgaagcctctggattcaccttcactccctatgccatgcactgggtccgc 
 R  L  S  C  E  A  S  G  F  T  F  T  P  Y  A  M  H  W  V  R  
caggctccaggcaaggggctggagtgggtggcagttatatcatatgatggaagcaataaa 
 Q  A  P  G  K  G  L  E  W  V  A  V  I  S  Y  D  G  S  N  K  
tattacgcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaattctaagaacagg 
 Y  Y  A  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  S  K  N  R  
ctgtatctgcaaatgaacagcctgagagttgaagacacggctgtgtattactgtgcgaga 
 L  Y  L  Q  M  N  S  L  R  V  E  D  T  A  V  Y  Y  C  A  R  
ggcctccgcatttctggagtgtttgctcccctatactactactactacatggacgtctgg 
 G  L  R  I  S  G  V  F  A  P  L  Y  Y  Y  Y  Y  M  D  V  W  
ggccgggggacaatggtcaccgtctcttcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagc 
 G  R  G  T  M  V  T  V  S  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  
ggcggtggcggatcgcagtctgtgttgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccagga 
 G  G  G  G  S  Q  S  V  L  T  Q  P  P  S  V  S  A  A  P  G  
cagaaggtcaccatttcctgctctggaagcacctccaacattgggaataattatgtctcc 
 Q  K  V  T  I  S  C  S  G  S  T  S  N  I  G  N  N  Y  V  S  
tggtaccaacagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgatgtcagtaagcgg 
 W  Y  Q  Q  H  P  G  K  A  P  K  L  M  I  Y  D  V  S  K  R  
ccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcaactcagcctccctggac 
 P  S  G  V  P  D  R  F  S  G  S  K  S  G  N  S  A  S  L  D  
atcagtgggctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagc 
 I  S  G  L  Q  S  E  D  E  A  D  Y  Y  C  A  A  W  D  D  S  
ctgagtgaatttctcttcggaactgggaccaagctgaccgtcctaggtgcggccgcagga 
 L  S  E  F  L  F  G  T  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  G  
agcggtcacggtggcggaagcaggggtggcggaagcggtgctagtgcaagcgaagcgccg 
 S  G  H  G  G  G  S  R  G  G  G  S  G  A  S  A  S  E  A  P  
308 
 
caaaacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaaccggcgggcagcaaccagccggcggaa 
 Q  N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  P  A  G  S  N  Q  P  A  E  
caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaagccttcacagaccctgtccctc 
 Q  V  Q  L  Q  E  S  G  P  G  L  V  K  P  S  Q  T  L  S  L  
acttgcactgtctctggtggctccatctacagtggtaactactgctggagctggatccgc 
 T  C  T  V  S  G  G  S  I  Y  S  G  N  Y  C  W  S  W  I  R  
caggtcccagggaagggcctggagtggattgcgtccagctgtttcactgggaccactcac 
 Q  V  P  G  K  G  L  E  W  I  A  S  S  C  F  T  G  T  T  H  
tacaacccgtccctcaaaagtctagttgccctatcaatggacacatcgaagaaccagttc 
 Y  N  P  S  L  K  S  L  V  A  L  S  M  D  T  S  K  N  Q  F  
tccctgaacctgcgctctgtgactgccgcggacacggccgtatattattgtgcgaggtct 
 S  L  N  L  R  S  V  T  A  A  D  T  A  V  Y  Y  C  A  R  S  
tttatgaatacattggggggagttgtcgagacctacggtattgacgtctggggcagaggc 
 F  M  N  T  L  G  G  V  V  E  T  Y  G  I  D  V  W  G  R  G  
accctggtcaccgtcccctcaggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggc 
 T  L  V  T  V  P  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  
ggatcgtctgagctgactcaggaccctgctgtgtctgtggccttgggacagacagtcagg 
 G  S  S  E  L  T  Q  D  P  A  V  S  V  A  L  G  Q  T  V  R  
atcacatgccaaggagacagcctcagaagctattatgcaagctggtaccagcagaagcca 
 I  T  C  Q  G  D  S  L  R  S  Y  Y  A  S  W  Y  Q  Q  K  P  
ggacaggcccctgtacttgtcatctatggtaaaaacaaccggccctcagggatcccagac 
 G  Q  A  P  V  L  V  I  Y  G  K  N  N  R  P  S  G  I  P  D  
cgattctctggctccagctcaggaaacacagcttccttgaccatcactggggctcaggcg 
 R  F  S  G  S  S  S  G  N  T  A  S  L  T  I  T  G  A  Q  A  
gaagatgaggctgactattactgtaactcccgggacagcagtggtaaccatgtggtattc 
 E  D  E  A  D  Y  Y  C  N  S  R  D  S  S  G  N  H  V  V  F  
ggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtgcggcggcacatcatcatcaccatcacggg 
 G  G  G  T  K  L  T  V  L  G  A  A  A  H  H  H  H  H  H  G  
gccgcagaacaaaaactcatctcagaagaggatctgaatggggccgcatag 
 A  A  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  G  A  A  - 
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Appendix 4.  Altered C4‐N4 clones from Chapter 6 linker length screening. 
 
Altered S1‐R1 Output C4‐N4 Clones 
 
 
Clone 22 – Linker 5 
gcggccgcaggaagcggtaagggtagcggaaacaacggtggcggaagactgggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  K  G  S  G  N  N  G  G  G  R  L  G  G  G  
agcatgggtggcggaagcggtgctagtgcaagc 
 S  M  G  G  G  S  G  A  S  A  S 
 
 
Clone 34 – Linker 5 
gcggccgcaggaatcggtatcggaggaggaagcttgggtggcggaagcaacggtggcgga 
 A  A  A  G  I  G  I  G  G  G  S  L  G  G  G  S  N  G  G  G  
agcgagggaggcggaagcagagctagtgcaagc 
 S  E  G  G  G  S  R  A  S  A  S 
 
 
Clone 37 – Linker 5 
gcggccgcaagaagcgatctgggtggcggaagcgccgatggcggaaactgggatggcgga 
 A  A  A  R  S  D  L  G  G  G  S  A  D  G  G  N  W  D  G  G  
agcatgggtagcggaagcggtgctagtgcaagc 
 S  M  G  S  G  S  G  A  S  A  S 
 
 
Clone 69 – Linker 5 
gcggccgcagaaagcggtatgggtggaggaagcacgggtggcggaagatacggtggcgga 
 A  A  A  E  S  G  M  G  G  G  S  T  G  G  G  R  Y  G  G  G  
aacatgagtggcggaagcggtgtaagtgcaagc 
 N  M  S  G  G  S  G  V  S  A  S 
 
 
 
Altered S2‐R1 Output C4‐N4 Clones 
 
 
Clone 53 – Linker 5 
gcggccgcaggaagcggttacgatggcggaagcccgggtggcggaagcgtcggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  Y  D  G  G  S  P  G  G  G  S  V  G  G  G  
agctacggtggcggaagcggtgctagtgcaagc 
 S  Y  G  G  G  S  G  A  S  A  S 
 
 
Clone 64 – Linker 5 
gcggccgcaggaagcggtgtgggtggcggaagcccggatggcggaagcaagggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  V  G  G  G  S  P  D  G  G  S  K  G  G  G  
agaaacgatggaggaaacggtgctagtgcaagc 
 R  N  D  G  G  N  G  A  S  A  S 
 
 
 
 
Altered S1‐R1 Input C4‐N4 Clones 
 
Clone 45 – Linker 5 
gcggccgcaggaagcggtgcgggtggaggaagcgccggtggcggaagcaacagtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  A  G  G  G  S  A  G  G  G  S  N  S  G  G  
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agcgtggatggcagaagcggtgcagtagcaagc 
 S  V  D  G  R  S  G  A  V  A  S 
 
Altered S2‐R1 Input C4‐N4 Clones 
 
 
Clone 43 – Linker 5 
gcggccgcaggaagcggtctcgatggcggaagcatcggtggcggaagctacggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  L  D  G  G  S  I  G  G  G  S  Y  G  G  G  
agcatgggtggcggaagcggtgctagtacaagc 
 S  M  G  G  G  S  G  A  S  T  S 
 
Clone 45 – Linker 4 
gcggccgcaggaagcggttagggtggcggaagcttcggtggcggaagcatggatggcaga 
 A  A  A  G  S  G  -  G  G  G  S  F  G  G  G  S  M  D  G  R  
agcggtgctagtgcaagc 
 S  G  A  S  A  S 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Appendix 5. NNS codon analysis from CRAb phage display selections. 
 
Input S1R1‐Out S1R2‐Out S2R1‐Out S2R2‐Out
AAC Asparagine Alanine 4 2 2 3 0 2 1
ATC Isoleucine Arginine 6 3 2 1 1 3 0
CAC Histidine Asparagine 2 1 0 3 1 2 0
CAG Glutamine Aspartic Acid 2 1 1 1 1 1 0
GAC Aspartic Acid Cysteine 2 1 1 0 0 0 0
GAG Glutamic Acid Glutamine 2 1 0 1 2 1 0
TAC Tyrosine Glutamic Acid 2 1 0 2 0 0 0
TAG Amber Codon Glycine 4 2 1 2 2 3 0
AAG Lysine Histidine 2 1 1 0 0 3 0
ACG Threonine Isoleucine 3 1 2 2 4 2 1
CCC Proline Leucine 6 3 4 8 4 2 0
CCG Proline Lysine 2 1 1 2 3 2 0
GCC Alanine Methionine 1 1 2 5 0 2 0
GCG Alanine Phenylalanine 2 1 3 0 1 1 0
TCC Serine Proline 4 2 3 3 4 5 0
TCG Serine Serine 6 3 1 4 5 3 2
ACC Threonine Threonine 4 2 3 4 4 4 1
AGG Arginine Tryptophan 1 1 0 1 0 0 0
CGC Arginine Tyrosine 2 1 1 1 1 4 1
CGG Arginine Valine 4 2 1 1 1 2 0
GGC Glycine Amber Codon 1 1 2 1 1 0 0
GGG Glycine
TGC Cysteine
TGG Tryptophan
AGC Serine
ATG Methionine
CTC Leucine
CTG Leucine
GTC Valine
GTG Valine
TTC Phenylalanine
TTG Leucine
Amino Acid
Normal 
Occurance
NNS 
Theoretical 
Frequence in sequenced linkersNNS 
Codon
Amino Acid
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Appendix 6.  C4‐N4 linker DNA and amino acid inter‐scFv linker sequences.  These clones were used 
in  the  small‐scale  soluble  expression  studies  in  Chapter  6.    The  respective  sequences  of  the  scFv 
components are as in Appendix 1.  Randomised amino acids are underlined. 
 
C4‐N4 (Linker 1) 
gcggccgcaggaagcggtggtgctagtgcaagc 
 A  A  A  G  S  G  G  A  S  A  S 
 
C4‐N4 (Linker 2) 
gcggccgcaggaagcggtgggggtggcggaagcggtgctagtgcaagc 
 A  A  A  G  S  G  G  G  G  G  S  G  A  S  A  S 
 
C4‐N4 (Linker 3) 
gcggccgcaggaagcggtgacggtggcggaagctcgggtggcggaagcggtgctagtgcaagc 
 A  A  A  G  S  G  D  G  G  G  S  S  G  G  G  S  G  A  S  A  S   
 
C4‐N4 (Linker 4) 
gcggccgcaggaagcggtatgggtggcggaagcttgggtggcggaagcttgggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  M  G  G  G  S  L  G  G  G  S  L  G  G  G  
agcggtgctagtgcaagc 
 S  G  A  S  A  S   
 
C4‐N4 (Linker 5) 
gcggccgcaggaagcggtaagggtggcggaagcaccggtggcggaagctcaggtggcgga 
 A  A  A  G  S  G  K  G  G  G  S  T  G  G  G  S  S  G  G  G  
agcagcggtggcggaagcggtgctagtgcaagc 
 S  S  G  G  G  S  G  A  S  A  S   
 
C4‐N4 (Linker 6) 
gcggccgcaggaagcggtctcggtggcggaagcggtgctagtgcaagcgaagcgccgcag 
 A  A  A  G  S  G  L  G  G  G  S  G  A  S  A  S  E  A  P  Q  
aacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaaccggcgggcagcaaccagccggcggaa 
 N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  P  A  G  S  N  Q  P  A  E   
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C4‐N4 (Linker 7) 
gcggccgcaggaagcggtcagggtggcggaagcatcggtggcggaagcggtgctagtgca 
 A  A  A  G  S  G  Q  G  G  G  S  I  G  G  G  S  G  A  S  A  
agcgaagcgccgcagaacagcggcgcgccggaaaccaacaccgaaccggcgggcagcaac 
 S  E  A  P  Q  N  S  G  A  P  E  T  N  T  E  P  A  G  S  N  
cagccggcggaa 
 Q  P  A  E   
 
J4‐C1 (Linker 1) 
gcggccgcaggaagcggtggtgctagtgcaagc 
 A  A  A  G  S  G  G  A  S  A  S 
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